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RESUMO

Pierry, Paulo Marqued.ranscritbmica comparativa de cepas deylella fastidiosa. 2017.
196p. Tese de Doutorado - Programa de PoOs-Gradu@iéfcias Bioldgicas (Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,FSillo.

O fitopatdégendXylella fastidiosacoloniza o [limen dos vasos do xilema de seus Hegps e

o aparelho bucal do inseto-vetor. E responséavetipencas de extrema gravidade em videira,
laranjeira, e oliveira, entre outras plantas desvi@hcia econdmica. Ha evidéncia de
especificidade entre cepas Xefastidiosae as diferentes espécies de plantas que colonizam,
mas as bases moleculares desta interagcéo séo kesiclars. O objetivo central deste trabalho
foi elucidar o repertorio completo de genes exmesgou diferencialmente expressos por
diferentes cepaX. fastidioseem meios e tempos de cultivo distintos e relaciasaiespostas
transcricionais a mecanismos de viruléncia, patogtatde e especificidade ao hospedeiro.
Foram sequenciados, analisados e comparados esritamas de cepas de laranjeiras (9a5c,
Jlal2, U24d e Fb7), de cafeeiro (3124), de hib{gtib4), ameixeira (Pr8x) e de videira
(Temeculal), no inicio e fim da fase a exponeragatrescimento populacional em meio rico
PWG e em meio minimo PIM6, que mimetiza a seivaildma. Foi observado que a maioria
dos genes deX. fastidiosaé expressa, ainda que, dependendo da cepa e dadmnd
experimental, 40-80% dos transcritos sejam poucoddntes. Por outro lado, foi verificado
um conjunto de transcritos muito abundantes, uma pi&les comuns a todas as cepas, e que
incluem os ncRNAs 6S e RNAseP, além de transcdsnicrocinas, proteases, lipases,
proteinas de resposta a estresse e proteinas ¢iofdesconhecida. Além da definicdo de
perfis transcricionais, foram descritas as regides 3’ ndo-traduzidas dos transcritos. As
estruturas de 545 e 386 operons expressos, respaetite pelas cepas 9a5c e Temeculal,
também foram mapeadas, e pela primeira vez fodoldiperfil de SRNAs expressos pér
fastidiosa As andlises de expressado diferencial entre tridms@as das duas fases de
crescimento no mesmo meio indicam que o estresadaeela limitagdo nutricional do meio
PIM6 exigiu mudancas mais drasticas na expressdoagdo que no meio PWG. Foi também
observado que diferentes cepas respondem de nemmistantas a uma mesma condicéo,
indicando que genes ortdlogos sdo regulados de aforaiferentes. Além disso, a
transcritbmica comparativa revelou diferencas @iés na regulacdo génica de cepas de
hospedeiros vegetais distintos que podem estariorldas a especificidade ao hospedeiro.
Por fim, as analises dos transcritomas evidenciasns genes candidatos que poderao ser
futuramente investigados quanto ao seu papel hagace na viruléncia d¥. fastidiosa

Palavras chave:fitopatdogeno;Xylella fastidiosa Clorose Variegada dos Citros; Doenca de
Pierce; transcritoma; RNA-Seq



ABSTRACT

Pierry, Paulo MarquesComparative transcriptomic of Xylella fastidiosa strains. 2017.
196p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemisisfituto de Quimica, Universidade de
Séo Paulo, Séo Paulo.

The phytopathogeiylella fastidiosacolonizes the lumen of xylem vessels from its si@std
the mouth apparatus of the insect-vector. It ipoasible for severe diseases in grapevine,
orange and olive trees, among other plants of enanoelevance. There is evidence for
specificity betweerK. fastidiosastrains and the different plant species they dén&rbut the
molecular bases of this interaction are unknowre fain objective of this work was elucidate
the complete repertoire of expressed and/or diftealty expressed genes by differext
fastidiosastrains in distinct media and growth times and @s$®e transcriptional responses to
virulence mechanisms, pathogenicity and host spé#ygif Transcriptomes of orange strains
(9a5c, J1lal2, U24d and Fb7), coffee (3124), hikisgtib4), plum (Pr8x) and grapevine
(Temeculal), were sequenced, analyzed and compemedcells at the beginning and end
stages of exponential growth phase in rich medidWGPand in minimum medium PIM®6,
which mimics xylem sap. It was observed that thgonits of X. fastidiosagenes is expressed,
although, depending of the strain and experimeraadition, 40-80% of transcripts are less
abundant. On the other hand, it was verified ao6etore abundant transcripts, some of them
shared by all strains, including 6S and RNAseP n&RBs well as transcripts for microcins,
proteases, lipases, stress response proteins amteingr of unknown function. Besides the
definition of transcriptional profiles, 5 and 3'ntranslated regions of transcripts were
described. The structure of 545 and 386 expresgmons, respectively for 9a5c and
Temeculal strains, were also mapped, and for thetiine the expressed profile of SRNAs in
X. fastidiosavas obtained. The differential expression analymtw/een transcriptomes of two
growth phases in the same medium indicate thagttiees generated by nutritional limitation of
PIM6 medium required more drastic changes in gemeession than PWG medium. It was
also observed that different strains respond itirdismanners to a same condition, indicating
that orthologous genes are regulated in differesgsivMoreover, comparative transcriptomics
revealed relevant differences in gene regulatiostadin of distinct plant hosts that can be
related to host specificity. Lastly, transcriptonaigalyzes pointed to several gene candidates
that could be further investigated for their raleX. fastidiosabiology and virulence.

Keywords: phytopathogenXylella fastidiosa Citrus Variegated Chlorosis; Pierce’s Disease,
transcriptome; RNA-Seq.
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1. Introducéo

1.1. Regulacao génica em bactérias

Microrganismos estdo sempre sujeitos a variadasangag nas condigoes
ambientais, tais como flutuagbes na disponibilidddenutrientes ou na presenca de
agentes toxicos, que podem afetar sua densidadiarcelou causar estresses diversos
em suas células. Para enfrentar tais adversidagi@setir sua sobrevivéncia, as células
devem ser capazes de responder prontamente, dilepaconjunto de genes expressos
de modo a manter o funcionamento adequado de swatades celulares. A rapida
adaptacdo de microrganismos, principalmente deébast pode ser explicada pela
plasticidade de suas redes de regulacéo transalqBallezaet al, 2009).

A expressdo do repertério génico é finamente ctatteopor meio de diversos
mecanismos reguladores, promovendo a eficiénciaabtlita e energética dos
processos celulares, sendo que nenhum produt@ricdieNera ser sintetizado se nao for
necessario naquele momento. A mudanca da expredsdgenes na ceélula é
desencadeada pela percepcao de sinais externoppdem ou ndo ser internalizados,
embora a maioria seja detectado por sensores gostédcalizados nas membranas
celulares. Tais sinais desencadeiam vias complxasnalizacdo celular que resultam
na ativacao ou repressao seletiva de genes (Mar2QE2, Snydeet al, 2013).

Em cromossomos bacterianos, 0os genes estdo frequamte organizados em
operons, sendo, portanto, transcritos como mRNAsigmonicos. Dessa forma, uma
unidade de transcricdo pode ser definida por ugiaosgromotora regulatoria, um sitio
de inicio da transcricdo, uma ou mais regides wadlifes (ORF ou CDS) e um sitio de
terminacdo da transcricdo (Browning e Busby, 20@Hm isso, bactérias podem
responder de forma rapida e eficiente aos sinasrgoebem, uma vez que o mRNA
policistrénico codifica ORFs que atuam, geralmepta, uma mesma rota metabolica
(Keene, 2007). O modelo de operon foi proposto canmexanismo de regulacéo
coordenada da expressdo de genes relacionados doamsporte e catabolismo de
lactose (Jacob e Monod, 1961). Nesse modelo, a&ipeotrepressora (represdac)
qguando ligada ao indutor, no caso alolactose, suofrdanca conformacional e perde

afinidade pelo operador (elemento regulatorio aa quepressor se liga e que controla
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a expressao dos genes do operon), resultando repEessao do operon (Lewis, 2005).

Em operons, unidades transcricionais se sobrep@empre ha um promotor que

controla a transcricdo do conjunto completo de gen®s podem existir promotores

internos regulando determinados genes do operomesmo regides de terminacéo da
transcricdo prematuras, fazendo com que apenassafgunes do operon sejam parte do
MRNA policistronico (Browning e Busby, 2004).

A regulacdo da expressdo génica em bactérias mmieepem diversos momentos
desde ativacdo da transcricdo até a estabilidageattuto génico final (Silva-Rocha e
de Lorenzo, 2010). A transcricdo é o principal poae regulacdo da expresséo génica
(Browning e Busby, 2004), porém mecanismos posstracionais, tais como a
regulacdo da traducdo ou da estabilidade de titos@ de proteinas sdo também
importantes em bactérias. Os diversos pontos e msegas de regulacdo génica em
bactérias serdo detalhados adiante.

Ademais, vale destacar que a regulacdo génicarizmaepode ser mediada, em
seus diferentes niveis, tanto pela acdo de prateimao de RNAs regulatorios. Como
também detalharemos adiante, proteinas regulat@sias representadas, por exemplo,
pelos fatores da RNA polimerase (RNAP) e fatores de transcr{@&9 (Ballezaet al,
2009) enquanto que os RNAs regulatorios estdo septados pelosiboswitches
(Winkler e Breaker, 2003)RNAs nao codificadores atuantes émans (non coding
RNAs,ncRNAs) (Mandinet al, 2013) e RNAs anti-senso atuantes @s(asRNAS)
(Sestoet al, 2013).

1.1.1. Regulacao do inicio da transcricao

O inicio da transcricdo depende do reconhecimerdosequéncia de DNA
especifica do gene a ser transcrito pela maquidarteanscricdo, além da formacéo de
um complexo aberto (bolha de transcricdo) no DNée ga preceder o processo de
elongacao da transcricdo. Controlar o inicio dasttacdo € uma das principais formas
de regulacéo génica e ocorre por meio de diverssanismos, que em sua maioria
envolvem a ligacdo de moléculas a sequéncias éispscino DNA localizadas

principalmente na regido promotora do gene a geilado
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1.1.1.1. Fatores de transcricao

Fatores de transcricdo sao proteinas regulatoniees rgconhecem sequéncias
especificas no DNA e promovem a ativagdo ou indiga transcricdo de seus genes
alvos. Aqueles que estimulam a transcricdo sdo atlasn de ativadores e agem
estabilizando a ligacdo da RNAP ao promotor. S#iss sle ligacdo normalmente estao
localizados a montante da posicdo -35 do promotoas também podem ser
encontrados entre os sitios -35 e -10. Enquanto &pgieles que impedem o acesso da
RNAP ao promotor sdo chamados de repressores eitessde ligagdo sdo chamados
de operadores, sendo normalmente encontrados ritgusa posicao -35 do promotor.
Geralmente, o numero de genes codificando fatoeesrahscricdo aumenta com o
namero total de genes do organismo. Tais fatoresliédsiveis pela célula e, portanto,
sdo considerados elementoans-atuantes que se ligam aos elemewissegulatorios
no DNA localizados nas regides promotoras dos gesgpdados (Browning e Busby,
2004; Ballezaet al, 2009).

Em alguns casos, os fatores de transcricdo naceg@xzes de, isoladamente, se
ligar aos seus sitios de ligacdo. Moléculas comes,iaclcares, aminoacidos e outros
metabolitos podem atuar como indutores, caso pg@tic na ligacdo de um fator
ativador ou na remocdo de um repressor, ou cogsmes, caso participem da ligacéo
de um fator repressor ou remogdo de um ativadaraAde maioria dessas moléculas
atua na regulacdo de genes que codificam vias Gieiab relacionadas a sua sintese,
em um processo de regulacéo feadbackBrowning e Busby, 2004; Marques, 2012)

Fatores de transcricAo e proteinas regulatorias ctdssificados em diversas
familias, nas quais compartiiham dominios funcienednservados (Snydest al,
2013). Pelo menos dois dominios sdo necessariodourmio sensor de sinal, que pode
diretamente se associar a um ligante ou interagir @utras proteinas; e outro dominio
que interage diretamente com 0 seu respectivo ddtibgacdo na sequéncia do DNA,
sendo o motivo estrutural hélice-volta-hélice o snancontrado nos reguladores
bacterianos. Apesar de membros da mesma familisertercomum determinado
dominio, ndo necessariamente eles respondem aoamestimulo ou se ligam as
mesmas sequéncias no DNA (Ballezal, 2009).

Geralmente, reguladores negativos se ligam aos qiooves e interferem

diretamente na RNAP, enquanto que reguladoresiymmssise ligam a sequéncias
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especificas a montante do promotor e auxiliam fmarda transcricdo, embora existam
fatores de transcricdo que apresentam papel régoladuplo (Madan Babu e
Teichmann, 2003; Ballezat al, 2009). Além disso, mais de um fator de transorica
podem atuar juntos em uma mesma regiao regulatdéiaue se considerar também a
ocorréncia de uma degeneracdo da interacao enta¢ooss e seus sitios de ligacéo, ou
seja, existem diferentes sitios capazes de recoutaesmo fator e diferentes fatores
podem reconhecer sitios similares (Ballekzal, 2009).

O acesso dos fatores de transcricdo para intezagiro DNA também é regulado
pelo nivel de empacotamento do material genéticdlgiBrock e Ussery, 2004).
Diversas proteinas (DNA isomerases, DNA chapergrasginas acessorias) atuam nos
processos de dobramento e enovelamento do cromodsaateriano, o que faz com
que algumas regides fiquem inacessiveis a ligagi@rdteinas ou da maquinaria
transcricional (Ballezat al, 2009). Além do nivel de empacotamento, a compodie
bases nas regides regulatdrias também constitufaton relevante para o inicio da
transcricdo, uma vez que regides com um maior addotde A+T do que outras tendem
a ser mais facilmente acessadas pela maquinangctreional (Dekhtyaet al, 2008).

Um conceito importante na regulacdo da expressduocaépor fatores de
transcricéo é o deegulon(Ballezaet al, 2009), o qual compreende um grupo de genes-
alvo que sofrem influéncia de um mesmo conjuntofateres de transcricdo que
respondem a determinado estimulo ou condi¢cdo ceRda sua vez, um gene também
pode ser alvo de mais de um fator de transcric@dempcendo a mais de umagulon
Normalmente, genes presentes no mesegalon codificam proteinas que participam
de processos celulares relacionados, o que jastffato deles serem co-regulados. Por
outro lado, varios genes podem ser controladosupordeterminado estimulo, que
acionaria diferentes fatores de transcricao, ossqegulariam seus respectivos alvos,
constituindo o chamadsiimulon(Marques, 2012).

Em Escherichia colia maioria dos genes de fatores de transcri¢cao &stalizados
proximos de seus genes alvos (Jaegal, 2007). Esta proximidade constitui uma
vantagem para a acao direta destes fatores quiana@nte podem encontrar seus sitios
regulatérios, uma vez, que muitas vezes, a suaeotnacao na célula € baixa (Kolesov
et al, 2007). Ademais, osegulons sdo evolutivamente flexiveis, pois genes

codificadores de fatores de transcricdo e seugctagps sitios de ligacdo podem ser
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adquiridos ou perdidos a partir da transferéncia&zbntal génica e outros eventos que
possam alterar a estrutura do genoma bacteriadiezBat al, 2009).

Fatores de transcricdo com maior afinidade a détados sitios tendem a se
manter mais tempo ligados ao DNA, sugerindo quegéle alvo precise ter uma
regulacdo, positiva ou negativa, por um tempo mgdolo. No caso de ativadores
transcricionais, quando os promotores sao fortess efatores de transcricdo sao
abundantes, de modo geral a transcricdo ocorreranemtaxa bem definida. Porém,
quando o promotor € fraco e a concentracdo do faoila, a transcricdo do gene
dependera de flutuagbes do acaso para ocorreefBall al, 2009; Silva-Rocha e de
Lorenzo, 2010).

1.1.1.2. Fatores Sigmaai)

A RNAP bacteriana apresenta cinco subunidadesigasterincipais formando seu
cerne oucore duas subunidades (alfa), umap (beta), umep’ (beta linha) e umap
(bmega).O cerne da enzima é capaz de se ligar ao DNA deafordo-especifica e
iniciar a sintese de RNA a partir de extremidadesjuebras no DNA (Saecket al,
2011). Entretanto, para iniciar uma transcricaodptiva a partir desequéncias
especificas precedidas pam promotor, € exigida a presenga uma subunidade
proteica dissociavel, chamada fato(sigma), que se liga ao cerne da RNAP formando
a holoenzima (Paget, 2015).

Os fatoress desempenham diversos papéis-chave na iniciacatradacricao,
incluindo o reconhecimento inicial de sequénciasrmtoras, a abertura e estabilizacao
do complexo aberto do DNA no promotor, a interag@m outras moléculas ativadoras,
além de influenciar na dissociacdo da RNAP do ptono fatorc se desliga da RNAP
assim que a fase de elongacédo € iniciada) (Saetlkdr 2011; Feklistowet al, 2014;
Paget, 2015). Enquanto que as funcdes na inicidgdmanscricdo nos eucariotos estéo
divididas entre muitas proteinas, o fatoprocariotico realiza todas essas fungbes na
iniciacao (Feklistowet al, 2014).

Existem diferentes fatores nas células, sendo que cada um é responsavel por
regular a transcricdo de um determinado conjuntgethes para lidar com as condi¢des
desencadeadas por estimulos intra e extracelutiirggndo a RNAP a posicao correta

iniciar a transcricdo (Feklistowet al, 2014). Os estimulos podem searéncia
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nutricional, inicio da fase estacionaria, mudangagemperatura, diferentes tipos de
estresses (oxidativo, osmotico), entre outros. &srdsc sao divididos em duas
familias e diversas subfamilias (ou grupos), basews suas origens filogenéticas: a
familia dos’® (sigma 70) e a familia de* (sigma 54) (Paget, 2015). Dessa forma,
havera uma competicédo pelo cerne da RNAP entréfeetes fatores, sendo que a
condicéo atual da célula ira guiar a predominadeians pelos outros. Uma vez que um
gene pode possuir mais de um promotor e, consegquente, ser regulado por mais de
um fator sigma, ele pode ser expresso em mais decanmdicdo que a célula é exposta.

A familia do¢’® compreende um maior nimero de fatores relacionados as
mais variadas funcdes durante o crescimento. Os bmesmdessa familia foram
filogeneticamente e estruturalmente classificadosgeatro grupos distintos, os quais
sdo diferenciados pela presenca ou auséncia deoquegidbes conservadas que
correspondem a quatro dominios estruturdid,(2, 3 e 4). Tais dominios estdo
associados com a ligacdo ao DNA nas regides proasotd0, -10 estendida e -35,
caracteristicas de membros dessa familia (Fekledtal, 2014; Paget, 2015).

O grupo 1 consiste de fatoreprimarios e contém todos os dominios estruturais e
consequentemente, podem atingir massas moleculare®) kDa.O fators’® é o mais
abundante e basal na célula sendo responsavetrpesaricdo de genes relacionados a
manutencdo do metabolismo e atividade celulares.dosnpontos de controle de sua
atividade é a ligacdo com uma proteina regulaté6hiamada Rsd, a qual o sequestra e
impede a acdo do fatar’®, atuando como fator anti-sigma. Foi observado gue
concentracdo de Rsd aumenta duas vezes com asedéadcoli na fase estacionaria e
que sua ligacdo ao fatef’é mais efetiva nesta fase (Paget, 2015).

Os grupos 2 a 4 compreendem os faterakernativos com fungdes especializadas,
e se diferenciam do grupo 1 pela completa ausémcochinio 1.1, a presenca variavel
do dominio 3 e a especificidade de sequénciasamqior. Fatores do grupo 2 estao
envolvidos na adaptacdo a estresses, incluindtalfdo nutricional e outros associados
a entrada em fase estacionéd@as® ou 68 é o mais estudado dos fatoredo grupo 2
emE. coli. Este fator é responsavel pela resposta geratesss e pela sobrevivéncia
durante a fase estacionaria, sendo induzido enosts@ uma variedade de estresses
ambientais (Battestiet al, 2011). Membros do grupo 3 s&o estruturalmente e
funcionalmente diversos, mas normalmente contémoosinios 2, 3 e 4 (Feklistost

al., 2014). Eles foram categorizados em quatro sulgriifppgeneticamente distintos e
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que parcialmente correlacionam-se com suas fungiessintese de flagele® deE.
coli), resposta a choque de calef(de E. coli), estresse gerab? de B. subtili§ e
esporulacdo (quatro fatoresem B. subtili§ (Paget, 2015). Finalmente, membros do
grupo 4 sdo também conhecidos como grupo com fueg#acitoplasmatica (ECF),
dado a sua capacidade de perceber e respondesis gémados fora da célula ou na
membrana celular (Lonettet al, 1994). Trata-se do maior e mais diverso grupo de
fatoresec em nivel de sequéncia primaria, consistindo d& peenos, 43 subgrupos
filogeneticamente distintos (Starehal, 2009). Dentre 0s seus papéis bioldgicos estéo
a resposta ao estresse no envelope celular, tré@spe ferro, resposta ao estresse
oxidativo e estresses em geral, além da regulaga@pedes de viruléncia (Kazmierczak
et al, 2005; Paget, 2015). Uma vez que fatardSCF ndo possuem os dominios 1.1 e
3, eles sdo menores, apresentando ~20 kDa (Fekdistd, 2014; Paget, 2015).

O fator °* pertence a uma familia diferente dos outros fatere Além da
separacao filogenética, este fator tem a particlalde de depender de uma sequéncia
ativadora no DNA é€nhance), distante ~100 pb a montante do sitio de inicio da
transcricdo eue promove a ligacao efetiva a suas sequénciasiéisps no promotor.

E nesta sequéncemhancemue ativadores transcricionais irdo se ligar,diisar ATP e
catalisar a formacdo de complexos abertos no pamn(etazmierczaket al, 2005;
Zhang e Buck, 2015). O fater” reconhece sequéncias especificas e conservadas nas
regides -12 e -24 dos promotores que regula, sewi®uma distingdo dos membros da
familia do 6’° (Kazmierczaket al, 2005).c>* contém dois dominios conservados
(regides | e Ill) separados por uma alca de ligdgégido Il). A regido | interage com
ATPases, o cerne da RNAP e com a sequéncia -1Zcamoofor. Ja a regiao Il esta
principalmente envolvida em se ligar a sequéncia d@ promotor. A regido Il é
dispensavel, estando ausente no fatdde algumas espécies bacterianas>Qegula

a transcricdo de genes relacionados a varios mogesmo metabolismo de nitrogénio,
utilizacdo de fontes alternativas de carbono, cuiiEwia, estresses na membrana e
estresses em geral (Zhang e Buck, 2015). Devidecassidade da ligacdo de uma
proteina ativadora, o processo de transcricdo §terfator € melhor regulado, além de
poder haver modificacbes pos-traducionais nas imedeativadoras (fosforilagéo, por
exemplo). Outra vantagem deste mecanismo de réguiague mesmo que dois genes

possam ter promotores que se ligam ao fatdreles podem ter proteinas ativadoras
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diferentes e, consequentemente, serem reguladosoedicdes distintas (Marques,
2012).

A concentracao dos fatorespode ser controlada no nivel de transcricdo, g@alu
e nivel de proteina. Alguns fatores “pré-sigma” afieados por protedlise, envolvendo
a remocdo de uma determinada sequéncia inibit@&almente localizada na
extremidade N-terminal. Porém, na maioria dos casa@xpressao e atividade dos
fatores sigma alternativos sdo controladas pela dedatores anti-sigma, 0s quais sao
proteinas que se ligam aos fatoses impedem que eles se liguem a RNAP. O fator
anti-sigma oclui sequéncias-chave para a ligagéewés de interagdes com os dominios
2 e 4 do fator sigma (Paget, 2015).

Em resposta a algum sinal ou estimulo especifefatores anti-sigma desligam-se
e liberam os fatores, envolvendo diversos mecanismos distintos. Podererc a
percepcéao direta do sinal pelo anti-sigma, segigédama mudanca conformacional que
liberaria o fators. Um sistema de transducéo de sinal pode també&mnesstolvido, no
qual uma vez recebido o estimulo extracitoplasmatativagens do anti-sigma na
membrana liberariam o fatos no citoplasma. Portanto, fatores anti-sigma sao
compostos de um dominio de ligacdo ao fate um dominio sensor/sinalizagdo que
responde a um sinal tanto dentro como fora daaéRdget, 2015).

A atividade dos fatores na célula também pode ser regulada por ncRNAsdabkn
exemplos mais conhecidos é do pequeno RNA 6S, euweE. coli possui 184
nucleotideos e que se liga @ RNAP quando ela es@ciada a®’’, impedindo a
ligacdo da holoenzima aos promotores dependente’das concentraces do RNA
6S aumentam quando as células entram na faseoestaaj 0 que resulta no sequestro
de RNAP ligadas a6’ (Wassarman, 2007). Outras moléculas de RNAP fieat#io
livres para interagir com fatoresalternativosQuando a célula sai da fase estacionaria
e 0 crescimento é retomado, 0 aumento na concéot@ipplasmatica de nucleotideos
trifosfatados é o sinal que habilita a RNAP-a ter atividade de RNA polimerase
dependente de RNA e utilizar o proprio 6S como m@ldra sintese de um RNA de 14—
20 nucleotideos (pRNA). O duplex do 6S com pRNAsalisa-se da RNAPs™’, é
degradado e a holoenzima fica, portanto, livre pasgociar-se ao promotores
dependente de’® (Wassarman, 2007; Mandat al, 2013).
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1.1.1.3. Regulacgéo epigenética

A participacdo de mecanismos epigenéticos na re@olgénica tem sido muito
estudada na ultima década. Trata-se de modificagiaseis no DNA com implica¢cbes
na sua estrutura e acessibilidade da maquinarteadscricdo, mas que nao envolvem
mutacfes, rearranjos ou modificacbes na sequéneiabakes do DNA. Tais
modificacdes (ex: metilacdo de bases do DNA; ngddade histonas) sdo herdaveis
pela progénie e correspondem a qualquer informag&éonal imposta na sequéncia de
DNA que possa afetar a expressao génica (Casaelésws, 2006; Bird, 2007).

A metilacdo de adeninas do DNA € o mecanismo epigenmais conhecido, e
ocorre pela transferéncia do grupo metil da S-aslbnetionina (SAM) para a sexta
posicdo de residuos de adenina (N6-metil-adeninan6A) por metilases de DNA
(Balleza et al, 2009; Suet al, 2016b). O estado metilado frequentemente esta
associado com repressao da transcricao. A ligag&gupos metil ao DNA ocorre em
sitios-alvo especificos, sendo que o padrdo delap@b pode variar entre células
(Casadesus e Low, 2006). Em bactérias, a remocaanel#iacdo no DNA é
normalmente atingida por dois eventos de replicé§aet al, 2016b).

A metilacdo do DNA desempenha importantes papéishinkbbgia bacteriana.
Processos como o tempo de replicacdo do DNA, a&bvdos cromossomos para as
células filhas, o reparo do DNA, e o tempo de paBgao e conjugacdo de plasmideos
estdo sensiveis aos estados de metilacdo de rexgpesificas no DNA. Todos estes
eventos utilizam como sinal o estado de hemiméiilaga nova molécula de DNA
sintetizada, na qual uma das fitas ndo estd matildevido ao processo de replicacédo
semiconservativa (Casadesus e Low, 2006). Estaficengio no DNA pode alterar
interacbes de proteinas regulatérias através deef@ito estérico direto ou por
modificacdo da estrutura do DNA (Casadesus e LO@62Ballezeet al, 2009).

O fenbmeno chamado de bi-estabilidabdestability) ou variacdo de faselfase
variation) pode acontecer em populacdes bacterianas nas exiastem dois ou mais
estados fenotipicos distintos, controlados por miso@os epigenéticos com diferentes
niveis de complexidade (Casadesus e Low, 2013).

As metilases regulatérias epigenéticas parecemdsegvadas dos conhecidos
sistemas de restricdo/modificacdo bacterianos.a®atde um sistema de defesa da
célula contra sequéncias de DNA externo ou mesma, \0s quais sdo degradados
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pelas enzimas de restricdo antes que possam sgadoet De fato, a maioria das
metilases presentes em genomas bacterianos sammentps desses sistemas, porém
as metilases epigenéticas ndo possuem uma enzimestiggdo cognata, sendo
chamadas de “6rfas” (Casadesus e Low, 2006).

Ha ainda uma heranca epigenética ndo relacionadaaterial genético, realizada
atraveés da transmissao para as células-filhasrdpamentes celulares do citoplasma da
célula-mae em cada ciclo de divisao celular (Balktzal, 2009). Além disso, algumas
espécies bacterianas apresentam complexos eventdisecenciacdo celular, os quais
alteram propriedades morfoldgicas e fisiologicas@ala sem que a sequéncia do DNA
seja alterada (Casadesus e Low, 2013).

Em resumo, populacdes bacterianas podem usar pade®es de metilacdo do
DNA herdados como uma memoria de curto-prazo dasdigies metabolicas
encontradas pela geracao anterior, conferindo wantagem evolutiva para elas. Dessa
forma, se as células bacterianas podem guardairdesaacao acerca de experiéncias
passadas, podem usar essa memaria para modul@raportamento na atual condi¢cao

em que se encontram (Casadesus e Low, 2006;a&Walf 2008).

1.1.2. Regulacao do término da transcri¢cao e pésanscricional

Além dos mecanismos regulatérios no inicio da tmag&o, existem também
mecanismos que regulam o término da transcric&naduinaria transcricional, durante
seu processo de elongacdo, pode encontrar estruturanoléculas regulatorias que
possam desestabiliza-la, podendo ocasionar umanegg&o prematura. Uma vez que,
em bactérias, 0s processos de transcricdo e trmdstdo frequentemente acoplados,
mecanismos de regulacdo pos-transcricional podeuidamente atuar no transcrito
nascente e exercerem seus efeitos. A regulacadrgricional vai depender
principalmente de dois fatores: a estabilidade @RIN@, ou seja, sua meia-vida antes
que seja degradado, e a capacidade do ribossonmecessar e se ligar a sequéncias

especificas no mRNA e, consequentemente, inidi@adacao.
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1.1.2.1. Antiterminag&o e atenuagao

Os mecanismos de terminagédo da transcricdo emrmimsapodem ser divididos
em duas classes: terminagdo intrinseca, que depdmdestruturas em sequéncias
especificas no DNA; terminacdo dependente da pt&ho, que independe de
segmentos estruturados nas sequéncias as quaja,geoddendo terminar a transcricao
em diferentes sitios no genoma (Nudler e Gottes@@02). Neste ultimo mecanismo, a
proteina Rho se liga as suas sequéncias espedificafbrma de um hexametro e
progride na direcdo 3’ do transcrito e, assim gueoetrar a RNAP em um sitio de
pausa, aborta a transcricao e libera o transéiiéoKin e Yanofsky, 2002).

Como mencionado anteriormente, 0os genes de um @@ na maiorias das
vezes, transcritos com um mRNA policistrénico. lRgrém algumas situagdes, ocorre a
transcricdo seletiva de genes do operon, dirigiatgppomotores internos ou alternativos
ou pela formacdo de uma regido de terminacdo dadrgdo interna. Neste ultimo
caso, dois mecanismos podem ser utilizados peldacéhntiterminacdo, quando a
transcricdo acontece sem interrupgdo; e atenugg@mdo transcricdo € interrompida
(Marques, 2012). A antiterminacdo acontece quandhobkecula regulatoria induz a
continuacdo da transcricdo, sendo que na ausémcidigdnte, a terminacdo da
transcricdo ocorreria. Ja na atenuacdo da traéscdacorre o inverso, ou seja, sem a
molécula regulatéria a transcricdo ocorreria nomeaite, porém na sua presenca a
terminacdo na transcricdo € induzida (Gollnick ei&e, 2002). Tais moléculas
regulatorias atuam etnans, ligando-se ao mMRNA, alterando sua estrutura secimé
favorecendo ou néo a formagéo da estrutura dertegéo da transcricdo (Gollnick e
Babitzke, 2002).

Na terminacédo intrinseca bacteriana, um segmentiwadscrito sendo sintetizado
pela RNAP forma uma estrutura secundaria estavgliah ira afetar o andamento da
maquinaria de elongacdo, podendo gerar pausas. ristanismo de terminacéo
também depende de uma sequéncia rica em nucleptifiearidina apds a estrutura
secundaria (Henkin e Yanofsky, 2002; Nudler e Gatin, 2002). Além dessas
caracteristicas, a reacdo é estimulada pela presEngroteinas adicionais ligadas ao
complexo de elongacdo que regulam o andamento dePRBENndo especificas e se
associando somente aos seus respectivos termisaddfe mecanismo de

antiterminacado, a acdo dessas proteinas regutafé@raom que a transcricdo ndo acabe
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no terminador. Um exemplo deste mecanismo ocorseeap@rons que codificam os
RNA ribossomais enf. coli, em que a anti-terminacdo € mediada pelo complexo
proteinas da familiBlus(Nudler e Gottesman, 2002).

Alguns terminadores intrinsecos, chamados de atenes, estdo localizados na
sequéncia lider do primeiro gene de um operon talam diretamente a eficiéncia da
transcricdo de genes a jusante (Yanofsky, 2000jorAacdo ou ndo da estrutura
secundaria pode determinar se aquela unidade ticiosal seré transcrita. No processo
de atenuacdo da transcri¢do, € regulada a capaci#adhaquinaria transcricional de
passar por este terminador intrinseco localizadmio (Marques, 2012). O primeiro
relato de atenuacdo da transcricdo foi com o opdmrgenes relacionados com a
biossintese do aminoéacido triptofano &mcoli (Yanofsky, 1981). Além disso, outros
operons de biossintese de aminoacidos também fieaanitos como regulados por este
mecanismo, sendo que a agdo deste sitio atenuaddepender da concentracdo do
aminoacido especifico na célula (Gollnick e Bal#tzk002).

O mecanismo de atenuacao da transcricdo € umaegsiraegulatoria comum e
conservada entre genes ortdlogos de espécies igtae filogeneticamente distantes
(Henkin e Yanofsky, 2002; Merino e Yanofsky, 2008)¢m disso, a conservagado se
mantém independente da organizacdo dos respeap@®ns. Tal fato sugere que
possa ter acontecido uma selecdo positiva para rstanismo de atenuacdo da
transcricdo, promovendo vantagens evolutivas. Ealmomecanismo sensor de um
sinal metabdlico possa variar entre organismostratégia de resposta foi conservada
(Merino e Yanofsky, 2005). Uma das principais vgetes de regular a expressao génica
por estes mecanismos € que pequenas sequénciasteras no RNA podem mediar

decisdes regulatorias importantes (Henkin e Yarypf2B02).

1.1.2.2 Riboswitches

Uma das estratégias de regulacao transcricion@kdranscricional € a utilizacao
de elementos regulatorios chamadb®switches Estas estruturas sdo exclusivamente
encontradas na regido a montante do codon de imkcicaducdo, na chamada regido 5’
nao-traduzida (5’'UTR), a qual ndo é codificanteegulacdo € baseada na percepcao de
diversos sinais intra e extracelulares, tais coradagbes em parametros fisico-

quimicos ou na concentracdo de determinada molé&ulecontrario dos fatores de
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transcricdo proteicos e dos ncRNAs regulatérios afwam regulacdo enmans, 0s
riboswitchesestédo localizados no proprio transcrito onde af@r e, portanto, atuam
emcis (Winkler e Breaker, 2005).

Estes elementos podem modular a expressdo da seqjeédificadora, uma vez
que podem interferir na elongacao da transcricA@stabilidade do RNA e na eficacia
da traducdo do mRNA (Breaker, 2011). O controle iatkxd peloriboswitch pode
operar negativamente na formacdo de um terminadosdricional, inibindo a sintese
completa do transcrito, ou inibir a traducéo aipdd geracdo de estruturas secundarias
em sequéncias importantes, comorimmsome binding sit€dRBS) (sequénci&hine-
Dalgarno) e no codon de inicio da traducdo. Em outros ¢cases acido pode ser
positiva, liberando as sequéncias-chave para guedacdo possa ocorrer (Mandh
al., 2013).

Osriboswitchessensiveis a parametros fisico-quimicos podemlassificados em
responsivos a mudancas na temperatura, no pH erga iBnica. Os primeiros sao
chamados de elementos termossensores ou RNA tetro8nee a estrutura de sua
regido 5UTR é afetada por mudancas de temperatiggido a enovelamentos
alternativos que a molécula pode assumir. DentreRN#&s termdmetros estdos
MRNAs dos genegoH e cspAps quaisrespondem ao choque por calor e por frio,
respectivamente, sendo encontrados em varias espbacterianas. Exemplos de
outros mMRNAs que apresentam tais estruturas cadifiproteinas com atividade de
chaperonas ou de proteases, que atuam sobre psotd@snaturadas pelo estresse
térmico (Mandiret al, 2013; Sherwood e Henkin, 2016).

O primeiro exemplo deboswitch sensivel a variacdes no pH foi o do mRNA do
genealx de E. coli (Nechooshtaret al, 2009) que codifica para uma proteina com
provavel funcdo de transportador. Em condi¢Oesliaésa além do aumento na
expressdo do geralx, o riboswitch sofre alteracdo conformacional e a traducdo da
proteina Alx € aumentada. Ja um exemploiloeswitchque € modulado por variacbes
na concentracdo de fons é a M-box, a qual resparidg? e é encontrada em genes
codificadores de proteinas transportadoras deste Eon baixa concentracdo de
magnésio, a M-box forma uma alca antiterminadagangindo a transcricdo do gene a
jusante. Com a ligacdo do ion aioswitch a M-box sofre uma mudanca de
conformacdo e sequestra a porcdo da alca antitdona, além de formar um

terminador, resultando na inibicdo da expressaeslgenes (Ramesh e Winkler, 2010).
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Os riboswitchesque interagem com ligantes podem ser classificadostrés
categorias de acordo com o tipo do ligante: prateRNA ou metabdlitos (Winkler e
Breaker, 2005; Mandiret al, 2013). Os elementos mais simples em sequéncia e
estrutura sdo aqueles gque se ligam a fatores gpostenquanto que odboswitchesque
ligam metabdlitos apresentam caracteristicas nuaigplexas de sequéncia e estrutura,
sendo também mais diversos (Winkler e Breaker, R@B&ralmente, os metabdlitos se
ligam a riboswitchesde mRNAs que codificam proteinas de vias de sugriar
biossintese e/ou transporte, ou vias nas quaisaétestilizados. Dentre aboswitches
mais comuns desta classe estdo os que liganmas, aminoacidos, c-di-GMP,
vitaminas e/ou cofatores (adenosilcobalamina, tiami pirofosfato, flavina
mononucleotideo ou FMN é&-adenosilmetionina). Além disso, ja foi descrita a
presenca de mais de unboswitch no mesmo MmRNA organizadds tandeme
responsivos a diferentes metabdlitos (Breaker, 20Ehdin et al, 2013; Sherwood e
Henkin, 2016)

Outra importante classe dboswitché daquelas que ligam tRNAs, as chamddas
boxes (Gutierrez-Preciadeet al, 2009). Estes elementos interagem com tRNAs e
apresentam conformacdes alternativas dependendadRMBA estd ligado, ou ndo, ao
seu respectivo residuo aminoacil. A interacado emffeboxe seu tRNA envolve uma
sequéncia especifica dentro&®oxe o anticodon do tRNA. Quando ha uma interacéo
com um tRNA carregado, ocorre a formacdo de umaeht#rminadora e consequente
parada da elongacdo da transcricdo ou oclusédo d®; R&8so o tRNA nao esteja
carregado, ocorre a interacdo desta hélice comtr@nexlade 3’ livre do tRNA,
desestabilizando-a e fazendo com que a transcogatraducdo possam continuar
(Gutierrez-Preciadet al, 2009; Mandinet al, 2013). Mais de 90% destes elementos
precedem sequéncias codificando para aminoacil-tRiNfetases e proteinas
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos (Geidtreciadcet al, 2009). AsT-
boxesatuam principalmente na regulacdo da elongacatratigcricdo, mas também
podem, em alguns casos, atuar na regulacdo dac@imdio gene-alvol-boxesque
regulam a terminacgéo da transcricdo sdo mais cosmarzactérias Gram-positivas com
baixo contetdo G+C, enquanto qilieboxesque controlam o inicio da traducao
predominam em Gram-positivas com alto conteido &-€6 bactérias Gram-negativas

(nas quais a regulacao pbiboxé menos comum) (Vitreschak al, 2008).
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Um riboswitch é composto de dois dominios distintos. O primewaoesponde a
um aptamero evolutivamente conservado quanto asegaéncia e estrutura, o qual
corresponde ao sitio de ligacdo especifico paraermetado metabdlito. Seu
comprimento pode variar de cerca de 70 a 200 ntidts. O segundo é um dominio
funcional conhecido por plataforma de expresséacalitado logo ap6s o aptamero.
Suas sequéncias, estrutura e tamanho sdo maisativentre as diferentes classes de
riboswitches Em resumo, quando o ligante se liga ao aptamenadancas
conformacionais ocorrem na plataforma de express@cendo, assim, a regulagcéo da
expressao dos genes presentes no mRNA (WinklereakBr, 2003; Breaker, 2011;
Sherwood e Henkin, 2016).

Outra correlacdo evolutiva entre tipos dieoswitchesesta na observacdo que
bactérias Gram-positivas tendem a apresetbaswitchesatuantes na atenuacdo da
transcricdo, enquanto que bactérias Gram-negatiggam maior ocorréncia de
riboswitchesque controlam o inicio da traducdo. Entretantbatamacéo pode ser
complicada pela ocorréncia de eventos de transfierdmrizontal de genes e operons
ou de duplicagdo no mesmo genoma. Uma vez queutagdg baseada entoswitch
nao exige outros fatores para atuar, sua funciewddi apds transferéncia horizontal é
completamente possivel (Vitreschetkal, 2004).

1.1.2.3. RNAs nao codificadores

Genomas bacterianos sao bastante compactos quasén d&amanho e seu nimero
de genes, apresentando alta densidade génicadeseagiergénicas mais curtas e menos
frequentes do que genomas eucarioticos. Mesmo assionescente a descricdo de
novos RNAs néo-codificadores (ncCRNAs) bacteriagag, sd@anormalmente transcritos
a partir de regides intergénicas Emncoli, 0s ncRNAs sédo geralmente monocistronicos,
possuindo seu proprio promotor e terminador destmagéo intrinseco. Os NCRNAs
atuam como reguladores dranscricdo, da traducao ou da estabilidade déskil/o,
além de ligarem-se a proteinas regulatérias (Stoat, 2011; Mandiret al, 2013).

Os primeiros RNAs regulatorios descobertoskeraoli foram o0 4.5S, 6S, tmRNA,
RNaseP e Spot42, sendo todos relativamente muitodaites (Mandiet al, 2013) O

primeiro relato de determinacéo da funcédo de unmNACRI a descoberta de um RNA
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emE. colicomplementar a regido 5’UTR do mRNA@®pF,resultando na inibicdo de
sua traducao (Mizunet al, 1984).

Os ncRNAs bacterianos sao relativamente pequenosnda entre 50-500
nucleotideos (Mandiret al, 2013; Ternan, 2013). S&o divididos em duas ctasse
aqueles que atuam em mRNAs e aqueles que se ligaatednas. Os ncRNAs formam
duplex com seus mRNAs-alvo a partir de um pareamédatbases imperfeito, sendo
também importante a sua estrutura secundaria. Adéseo, atuam em mMRNAsS
codificados em loci distantes no genoma, caraeteda uma atuagao emans(Mandin
et al, 2013) O numero de ncRNAs varia com o tamanho do gen@mago que
genomas maiores exigem maior complexidade na rgf@ulgénica. O genoma e
coli possui cerca de 4.000 genes e 50 a 100 ncRNAggw€¢Gottesman, 2004).

Alguns ncRNAs necessitam de uma proteina chapeameaséria para serem
capazes de desempenhar suas funcdes. A mais esteidadplamente conhecida é a
proteina Hfg, que parece ser exigida para a acamalaria dos ncRNAs em seus
mRNAs-alvo, principalmente para estabilizar o pareato de bases imperfeito entre
eles (Vogel e Luisi, 2011). Hfq tem alta afinidager RNA fita simples rico em
adeninas e uracilas, e geralmente se liga em 1egibencRNA que ndo possuem
estrutura secundaria. Além disso, foi demonstrade® ajmaioria dos ncRNAs perdem
estabilidade em células mutantes para o gene caddo Hfg, sugerindo que ela os
protege da degradacédo por RNases (De éfagl, 2013). Entretanto, nem todos 0s
genomas bacterianos contém um gene homoélogo de Md#gmo quando ele esta
presente, ja foi visto sendo dispensavel paraacatude alguns ncRNAs. Uma hipétese
possivel € que Hfg ndo seria exigida quando aagéer ncRNA e seus mRNAs-alvo
fosse muito forte (Jousselat al, 2009).

Assim como 0s outros elementos regulatorios, oN@sRpodem exercer um efeito
negativo ou positivo sobre o seu alvo. A maiorikesipareia com o0 mRNA em uma
regido sobrepondo ou proximo ao RBS, sendo que pbexlumpede o acesso do
ribossomo e, portanto, inibindo a traducdo (Wagn€&omby, 2015). O mRNA fica
entdo desprotegido da acdo de RNases, as quaish deferecrutadas ativamente.
Acredita-se que a proteina Hfq possa ter um pagedenrecrutamento (De Lay al,
2013; Mandiret al, 2013).

Por outro lado, poucos exemplos de regulacdo pasitiediada por ncRNA tém

sido descritos (Wagner e Romby, 2015). Estes RA®€émM podem atuar na ativacao
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da traducéo e/ou aumentando a estabilidade dev#eN# alvos. A acéo na ativacéo se
da pelo deslocamento de um elemento inibitoriormmtecontido na regido 5’UTR do
mRNA-alvo. Muitas vezes, esta inibicdo € resultadoformacdo de uma estrutura
secundéria no mRNA, devido a complementaridade aded entre duas regiées. Na
auséncia do ncRNA, a estrutura previne o acessobdesomo ao RBS, inibindo a
traducdo. Quando ocorre a ligacdo do ncRNA a estatera, o ribossomo € entéo
capaz de acessar as sequéncias de ligacdo ao DiN ieicio a traducdo. Com a
tradugédo em andamento, a presenca de ribossonmteg@mmRNA da acao de RNases,
aumentando indiretamente a sua estabilidade (Magtial, 2013). Em resumo,
NcRNAs podem exercer efeitos globais na expres8aica muitas vezes equiparando-
se a capacidade regulatoria de fatores de traéecmgoteicos, sedimentando sua
importancia na fisiologia bacteriana (Ternan, 204/agner e Romby, 2015).

Além de validacdes experimentais e predicidesilico da presenca de ncRNAS,
diversos bancos de dados e ferramentas computecitéra sido criados contendo
informacdes que podem ser rapidamente acessadadisadas. Um dos mais antigos é
o Rfam, o qual contém familias de ncRNAs represistgpor alinhamentos multiplos e
predicdes de estrutura secundaria (Griffiths-Jagteal, 2003; Burgeet al, 2013).
Diversos outros bancos de dados de ncRNAs foraadasj tais como fRNAdb (Kiet
al., 2007), sRNAMap (Huanegt al, 2009), sRNAdb (Pischimaroet al, 2012), entre
outros. Li e colaboradores desenvolveram um baecdadlo chamado BSRD, o qual
afirma conter nove vezes mais sRNAmall RNA¥ validados experimentalmente do
que os outros. Além disso, foi integrada ao banmna plataforma de analise de dados
de RNA-Seq, chamada sRNADeep, o0 que permite catasRNAS a partir de dados

de transcritomas obtidos por sequenciamento era Escala (Let al, 2013).

1.1.2.4. RNAs anti-senso

Além dos ncRNAs transcritos a partir de regidesrg@nicas, diversos estudos tém
observado a presenca de eventos de transcricAcRI¢As em regides anti-senso a
regibes codificadoras ja descritas. Estes RNAssamso (asRNA) exercem sua acéo
regulatoria nos seus respectivos genes da fitaapoegido de onde foram transcritos,
apresentando perfeita complementaridade aos sewos, ajerando interagcdes mais

estaveis (Georg e Hess, 2011; Maneliral, 2013; Sestet al, 2013). Tal regulagéo &
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considerada entis, uma vez que o asRNA atua préximo de onde é wiatkt e,
consequentemente, fornece uma resposta de regutagdo mais rapida. Alguns
asRNAs respondem a mudancas ambientais, podendo aléracdes na sua expressao
sob certas condicdes. Também ha relatos sobreoefedgulatérios mediados por
asRNAs relevantes para a viruléncia e patogenieitadteriana (Georg e Hess, 2011;
Mandinet al, 2013).

Com o avanco das tecnologias de sequenciamentdNde URn grande numero de
asRNAs tem sido descrito em uma ampla variedadespécies microbianas. Os
asRNAs podem ser classificados de acordo com bealivacdo: sobrepondo a regido
5’, sobrepondo a regido 3’ ou localizados internat@a unidade transcricional senso.
Seus tamanhos podem variar de pequenos, 100 au8dtideos, a muito mais longos,
de 700 a 3.500 nucleotideos (Georg e Hess, 20310 &eal, 2013).

Os asRNAs podem exercer sua acao na estabilidadagéo e transcricdo de suas
moléculas-alvo. A interacdo de um asRNA com seu mRRNo pode alterar a estrutura
secundaria de ambas as moléculas ao formar um RNMa-fita. Estas mudancas
alteram a estabilidade e meia-vida dos RNAs e padsmitar na degradagéo completa
de ambos por RNases especificas (Georg e Hess, 264tbet al, 2013). Entretanto,
em outros casos, asRNAs também sdo capazes deegrateus mRNAs-alvos da
degradacéo, a partir da sua interacao (Sztsab, 2013). O pareamento do asRNA com
seu mMRNA alvo também pode ocluir os sitios de &gago ribossomo, inibindo a
traducéo (Georg e Hess, 2011).

Os asRNAs podem ainda interferir com a transcra@®NA senso, em razao de
um evento de colisdo entre dois complexos de e@@uyda RNA polimerase que sejam
convergentes e em fitas opostas, resultando nan@géo prematura de um ou ambos
0s eventos de transcricdo (Sestaal, 2013). Outros mecanismos possiveis para esta
interferéncia seriam por oclusdo do promotor, quaocbrre uma repressao exercida
por um complexo de inicio de transcricdo na forraaig outro complexo a montante e
em direcdo oposta ou pela dissociacdo de um compleerto pela colisdo com outro
complexo de elongacao vindo na direcdo opostas ajte a primeira polimerase possa
proceder na elongacéo (Georg e Hess, 2011; Mamdaih 2013). Além da interferéncia
na transcricdo, asRNAs podeatuar na terminacdo da transcricdo, sendo que 0s

mecanismos de interferéncia e atenuacao podemeocmultaneamente (Sestbal,
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2013). Além de regular genes codificadores de proteineRNAs também podem
sobrepor-se e afetar a expressao de pequenos nofSEsteet al, 2013).

Apesar de todos os trabalhos descreverem a acaisel® asRNAs, baseado na
sua perfeita complementaridade com seus alvos, wwiude realizado com
Staphylococcus aureutescreveu um asRNA atuando #ans na inibicéo da traducéo
de seu mRNA-alvo (Sayest al, 2011).

1.1.2.5. Regulacao da estabilidade do transcrito

A instabilidade metabdlica € uma das principaisac@risticas de moléculas de
MRNA (Mackie, 2013). A degradacdo € um grande corepte do metabolismo geral
de RNAs e desempenha um importante papel em regsilaeus niveis intracelulares
(Deutscher, 2006). De modo geral, a meia-vida demRINA bacteriano é de poucos
minutos, desde a sua transcricéo até a degradacao.

A estabilidade de cada mMRNA é Unica, dependendcipalmente, da funcdo da
proteina que codifica, sendo determinada pela ocwoéo de caracteristicas de sua
sequéncia, de possiveis estruturas secundariasfigi@ncia na traducdo e de sua
possivel ligacdo a moléculas regulatorias (MacRi@l3). Como j& mencionado, a
ligacdo de proteinas ou pequenos RNAs regulat@mosseus respectivos sitios pode
estimular ou inibir a degradacdo do mRNA-alvo. &gemca de ribossomos também
interfere na estabilidade de mMRNAs, uma vez queemodocluir sitios de
reconhecimento de RNases. Entretanto, sabe-se quénoulo de mRNAs pode néo
significar uma super-producdo das proteinas cedifis, uma vez que, mesmo
quimicamente estabilizados, os mMRNAs podem estacidnalmente inativados por
algum repressor traducional, por um asRNA, ou potivas estruturais que obstruem
0s sitios de inicio da tradugéo (Regnier e Arrgi2000).

A degradacdo de RNAs é catalisada por RNases, sgmeloexistem diversas
RNases bacterianas com funcdes especificas e neii&ariavel, permitindo uma
degradacéo seletiva de RNAs (Mackie, 2013). Gerdlene@s mRNAs sé&o degradados,
inicialmente, por clivagem endonucleolitica, seguig clivagens adicionais do mRNA
em fragmentos menores, culminando com a remocaoudeotideos terminais por
exonucleases 5 (Regnier e Arraiano, 2000; Deutscher, 2006; @ond2007).

Dentre as diversas RNases presenteg€enoli, a endonuclease RNase E é a principal
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responsavel pela clivagem da maioria dos RNAs dalagéatuando através de um
complexo multienzimatico chamado degradossomo (g ét al, 2013; Mackie,
2013). A RNase E tem como preferéncia moléculaBNA-alvo que apresentem uma
extremidade 5 monofosforilada acessivel, além dégire no minimo, quatro
nucleotideos em fita-simples na extremidade 5’ gardigar eficientemente (Condon,
2007; Mackie, 2013). Esta preferéncia impede gtee @aima degrade RNAs intactos,
0S quais apresentam um trifosfato na extremidad&ua acdo também cliva ligacbes
fosfodiéster em regides ricas em adeninas e usagiizando extremidade$QH e 5-
monofosfato nas moléculas-alvo (Misra e Apirion749Deutscher, 2006). Entretanto,
outra via menos comum, independente da extremi8adreonofosforilada, também
pode ser usada na degradacdo de mRNAs e no pnoeggsade tRNAS, e neste caso,
outra ribonuclease realiza o corte no interior d®NA, permitindo em seguida a acao
da RNase E (Mackie, 2013).

A concentracao e atividade de RNase E esta sajaitaa complexa regulacéo. A
autorregulardo combina a disponibilidade de seprprdnRNA a concentracéo de seus
substratos na célula (Soustial, 2001). Quando a atividade de RNase E excede a
demanda para processamento e degradacdo de RNMtesesde seu mRNA é
interrompida e ele se torna o proprio alvo prefei@rpara a degradacédo, regulando a
concentracdo de RNase E. Além da autorregulagiiogdalacdo da atividade de RNase
E pode ser realizada por proteinas regulatériagjuass respondem a mudangas nas
condicbes de crescimento de forma a modificar svalade, tanto globalmente como
contra determinado grupo de mRNAs. Assim que aicanchormal é reestabelecida, a
autorregulacédo pode voltar a operar (Mackie, 20ABm de reguladores proteicos, a
atividade de RNase E também pode ser reguladaéatdavacdo de ncRNAs (Moriga
al., 2005; Storzet al, 2011; Vogel e Luisi, 2011). A funcdo inicial dosRNAs é a
inibicdo do inicio da traducdo, porém a degradagéoalvo € consequéncia da
inatividade do transcrito (Condon, 2007). A chaparde RNA Hfqg atua no processo de
regulacdo de duas maneiras distintas: ela podgaed RNase E, em seguida a um
NcRNA e direcionar o complexo para 0 mRNA-alvo; eda primeiramente facilita a
interagdo e formagdo do duplex entre o ncRNA e mRNA, sendo entdo
posteriormente reconhecido pela RNase E (Dedta}, 2013; Mackie, 2013).

Outras RNases também desempenham funcdes especifma diferentes

mecanismos de ag¢ao, embora com atuagdes menamesasoendonucleases RNase G,
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RNase Ill, RNase P, RNase | e oligoribonucleasesdBn e Putzer, 2002; Condon,
2007). A RNase G apresenta a porcao catalitica lnga@ da RNase E, apresentando
substratos e propriedades enzimaticas muito sesilardela (Condon e Putzer, 2002).
A RNase Il cliva RNAs que contenham estruturasusdérias e também autorregula
sua expressao pela inducéo da degradacdo de spu®PmMRNAS, estando ausente em
arqueias (Regnier e Arraiano, 2000; Condon e Pu2@02). A RNase P é uma
ribozima responsavel por gerar uma extremidade &lura em todos os tRNAs e de
catalisar clivagens de alguns poucos mRNAs (ConeldAutzer, 2002; Esakova e
Krasilnikov, 2010). A RNase | é uma nuclease qugralta RNAs livres no ambiente,
sendo encontrada exclusivamente no espaco perii@ende alfa- e gama-
proteobactérias (Condon e Putzer, 2002). E asraligmucleases sao responsaveis por
converterem produtos de oligoribonucleotideos tenalfase da degradacdo de mRNA
em monoribonucleotideos (Mackie, 2013).

A extremidade 3' de mMRNAs bacterianos é protegidaathque de exonucleases
devido a estruturas secundarias, sendo na mai@sa cdsos um terminador de
transcricdo independente de Rho. ApOs a clivagetaspendonucleases, novas
extremidades 3’ desprotegidas sdo geradas e podedo eer degradadas por
exorribonucleases. As principais exorribonucleagaando em mRNAs dg. coli sdo
RNase Il, PNPase e RNase R (Condon, 2007). A RNakgrada apenas RNAs fita-
simples, sendo completamente inibida por estrutweundarias. As outras duas
degradam RNAs com estruturas secundérias, embralspendente da presenca de
uma cauda poli(A) na extremidade 3’, a qual fotetimada pela poli(A) polimerase
(PAP1) com a ajuda da Hfg (Condon, 2007). Juntwstigidades hidrolitica da RNase
Il e fosforolitica da PNPase geram oligorribonutideos di e monofosfatados,
respectivamente (Regnier e Arraiano, 2000). PNPa$es mais um exemplo de
autorregulacdo da expressdo de seus proprios mMRMNAEzindo sua prépria
degradacdo em casos de excesso (Regnier e Arr&i@dd). Os oligoribonucleotideos
gerados durante a degradacao de RNAs séo degrguaduagyoribonucleases (Ghosh e
Deutscher, 1999). Nenhuma exonuclease com halalidaddegradar extremidades 5’
de mRNAs foi identificada em bactérias. Na ausédeiaal enzima, sugere-se que a
degradacédo no sentido-»3’ seria devido a varias clivagens endonucleobtisa 3’,
as quais geram extremidades 3’ livres que sdo em¢oadadas por exonucleases
3’25’ (Regnier e Arraiano, 2000).
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As RNases também sdo capazes de realizar a matusac@rocessamento de
precursores de rRNAs e tRNAs (Mackie, 2013). Enulag8l em crescimento, a
estabilidade dos rRNAs parece ser uma consequéteissua incorporacdo em
ribossomos e protecdo por proteinas ribossomaist¢Bieer, 2003). No caso de tRNAs,
a presenca de estruturas secundarias e terci@@ascbnfere resisténcia a acdo de
RNases, além da associacdo com aminoacil-tRNAtagds, fatores de elongacao e
ribossomos (Deutscher, 2003). Tais RNAs estavets s&# geralmente degradados
durante o crescimento exponencial, embora em ceotadicOes (estresses, tratamento
com agentes toxicos), a degradacdo dessas moléootasera. Em condicdes de
escassez de nutrientes ou em fase estacionaes, RNiAs podem ser degradados para
serem utilizados como nutrientes para a célula tdaber, 2003). A degradacdo de
RNAs estaveis também envolve clivagens endonutikadi iniciais seguida por
digestao exonucleolitica dos fragmentos resultardiesilar ao que acontece com 0s
MRNASs, sendo que as mesmas RNases participam ewsamslprocessos (Regnier e
Arraiano, 2000; Deutscher, 2006).

1.1.3. Mecanismos de sinalizagéo celular em bacisi

A capacidade de bactérias em sobreviver e se adapta ambiente em constante
mudanca e sob os mais variados tipos de estrelsssscbnfere grande vantagem
evolutiva, sendo que desenvolveram complexos sastetle sinalizacdo celular para
gerar respostas adaptativas ao seu ambiente (Bamkih993). Para tal, as bactérias séo
capazes de perceber a condicdo atual do ambieatesntitir a informacdo para o
interior da célula e desencadear uma respostalngere refletida em mudancas na
expressao génica.

O mecanismo inicia-se com a percepcdo do estimoibiemtal, seguida do
processamento do sinal. O estimulo pode ser ummfend fisico-quimico, como
temperatura e osmolaridade, ou a disponibilidaddiféeentes moléculas no ambiente,
como nutrientes ou agentes toxicos, além da peficepa densidade populacional
(Waters e Bassler, 2005; Beier e Gross, 2006). igpedo do estimulo pode ser
sentida diretamente no citoplasma, ou por ser nal fisico-quimico ou por conseguir

atravessar membranas celulares. Outros sdo pevsebidiretamente por meio de
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proteinas localizadas na membrana que recebenalcesiransferem a mensagem para o
interior da célula. Muitas vezes, nem sempre étionak em si que desencadeia a
maquinaria de sinalizacdo, mas o efeito que elsac@éidarkinson, 1993; Stoe&k al,
2000).

Um dos sistemas de transduc¢do de sinal mais eadongr utilizado em bactérias é
o sistema de dois componentes (Parkinson, 1993h,H200; Beier e Gross, 2006).
Nesse sistema, a proteina sensora apresenta umiodduomcional com atividade de
proteina-quinase que, ao perceber o estimulo/snaahutofosforila em um residuo de
histidina, pela transferéncia do fosfato de umaéadh de ATP (Hoch, 2000; Stoek
al., 2000). A transmissédo da informacéo continua cdnarssferéncia do grupo fosfato
da proteina sensora para um residuo de aspartatcequdador de resposta. A
fosforilagdo do regulador de resposta altera sualatle, um estado que é mantido até
sua desfosforilacdo, que pode ser autocatalisag@iooutras proteinas com atividade
de fosfatase (Parkinson, 1993; Hoch, 2000; Setck, 2000; Beier e Gross, 2006). Em
alguns sistemas de dois componentes, a transfaréacigrupo fosfato da proteina
sensora para o regulador de resposta pode envptogzinas intermediarias. Além
disso, a maioria dos reguladores de resposta &@edsade transcricdo com dominios de
ligacdo ao DNA, desencadeando mudancas na exprgésdma de seus genes-alvo
(Parkinson, 1993; Stoclkt al, 2000), ou sdo proteinas com atividade enziméatica
regulada pela fosforilacdo (Galperin, 2004; Bei@ress, 2006).

Sistemas de dois componentes podem sofrer sobgéppsima vez que mais de
uma histidina-quinase pode interagir com o mesmgalaglor de resposta e vice-versa,
gerando competicdo e/ou diadlogwdss-tall entre eles. Porém, a afinidade da quinase
pelo seu regulador cognato € sempre maior, sendangnte codificados em um
mesmo operon. Ha correlagdo positiva entre o nuaheistemas de dois componentes
e o0 tamanho do genoma. Da mesma forma, bactériagladivre também codificam
mais sistemas de dois componentes do que bactimshabitam ambientes mais
controlados (por exemplo, patégenos que habitantesior de seus hospedeiros), uma
vez que necessitam de uma maior versatilidade iwletal{Beier e Gross, 2006).

O sistema de transducdo também pode variar na faromao transmite a
mensagem. Alguns sistemas transmitem a informaghpanodo pequenas moléculas
intermediarias, chamadas segundo-mensageirospquenge gerarao a resposta quando

atingirem determinada concentracdo. Este tipo desmissdo de informacgéo pode
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atingir varios sistemas simultaneamente, uma vezagonolécula sinalizadora pode ser
identificada por varias proteinas. Dentre 0s ppais segundo-mensageiros bacterianos
estdo trés derivados de nucleotideos, cCAMP ou cG\&pp e c-diGMP (Gorke e
Stulke, 2008; Hauryliulet al, 2015; Hengget al, 2016).

O mecanismo de regulacdo por repressdo catabibcgual ha a participacdo de
cAMP, merece ser detalhado. O termo foi pela prane&ez cunhado no inicio da
década de 1960 (Magasanik, 1961). Trata-se de sien& no qual a célula opta por
utilizar primeiramente uma fonte de carbono maidlifeente metabolizada do que
outra, sendo a glicose o monossacarideo prefeteraciaaioria dos casos. Um exemplo
de genes sujeitos a tal regulacdo é o op&onJacob e Monod, 1961). Enquanto
houver glicose no meio, ela sera primariament&atlh e os genes para a utilizacao de
lactose ndo serédo plenamente transcritos, mesmeesanca de lactose. Quando toda a
glicose for consumida, 0 operon passa a ser plemantenscrito e as enzimas para
utilizacdo da lactose serdo produzidas. A papaAMP € o de se ligar ao ativador da
transcricdo do operolac. A repressdo catabdlica também age da mesma fawhra s
outros operons que utilizam outras fontes de carbarmo aqueles relacionados ao uso
de galactose, arabinose e maltose, todos tambérnadeg por cAMP (Gorke e Stulke,
2008). Além disso, a repressédo catabolica tem papmrtante na expressdo de genes
de viruléncia, uma vez que tais genes podem prapm@ca bactéria 0 acesso a novas
fontes de nutrientes. Entretanto, algumas bactér@®génicas ndo possuem tal
mecanismo, enquanto outras realizam a chamadas@poreatabdlica reversa, na qual a
glicose néao é a fonte de carbono preferencial (&erlStulke, 2008). Um exemplo é a
utilizacao preferencial de acetato e outros inteliéres do ciclo do acido tricarboxilico
como fonte de carbono e energiaRseudomonas aeruginof@ollier et al, 1996).

Mecanismos de sinalizagéo e sistemas de dois ca@nfEmtambém sdo usados no
controle da densidade da populagcédo bacterianao€e$so chamado de sinalizacao por
percepcdo de quorungyorum sensingé baseado na percepcdo da concentracdo de
pequenas moléculas secretadas para o meio extemcelr células da populacdo
(Waters e Bassler, 2005), sendo a concentracdcasdasbléculas diretamente
proporcional ao aumento do niamero de células. @esgque sao alvo de mecanismos
de percepcdo de quorum sao distintos nas difereseécies bacterianas, podendo
envolver genes relacionados a viruléncia (toxinashilidade, producao de antibibticos,

biofilme, exopolissacarideos, etc.) e a outros @epe da fisiologia da célula
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(morfologia de colonias, producao de pigmentos,pEidncia, esporulacao, etc) (Hoch,
2000).

1.2. Métodos de analise de transcritomas

Diversos meétodos foram desenvolvidos para analeeigd ou completa de
transcritomas, 0s quais apresentam caracterisficéprias quanto ao grau de
dificuldade para realizacdo, acuracia, e rendim@ghtoughpu} quanto a quantidade de
genes que podem ser analisados simultaneamenteuaioq alguns métodos
possibilitam a analise de um numero reduzido degeor vez, outros podem descrever
o perfil transcricional global de um organismogigt descrever o repertorio completo
de moléculas de RNA presentes na célula em detadaifase de crescimento ou em
uma condi¢cdo ambiental particular. As analisegalestritomas completos também séo
utilizadas para definir os genes que fazem partegidonse stimulons

Até o advento da técnica de PCR, o estudo de unemiiimitado de genes de
sequéncias previamente conhecidas era realizado opuodos baseados em
hibridizacdo de &cidos nucleicos, comorthern Blote ensaios de protegdo contra
RNases (VanGuildeet al, 2008), que requerem quantidades significativ@sRiNNA
total (>10ug). O surgimento da PCR, tornou possivel a quaatfio da abundancia de
transcritos de interesse previamente convertidos@2RA com o0 método denominado
RT-PCR (PCR precedido por transcricdo reversa),equigora tenha boa sensibilidade,
permitindo a deteccdo de mRNAs pouco abundantesliz2 menores quantidades de
RNA de total (~fug), € um método semi-quantitativo (Sellner e Turb&998). O
aprimoramento desta metodologia veio com o surgismda gPCR (PCR quantitativo,
em tempo real), que uma vez precedido de transcr@&rsa (RT-gPCR) possibilita a
quantificacao relativa ou absoluta de transcritos) alta sensibilidade e especificidade
(Schmittgenet al, 2000; VanGuildert al, 2008). Frequentemente, o0 método de RT-
gPCR é utilizado na validacdo de andlises de es@oegénica globais, para confirmar
variacbes na expressao de genes mais importantasistunteressantes (Canattsal,
2006).

A primeira abordagem de maior rendimento para s@alie transcritomas foi o
sequenciamento das extremidades 3’ e 5 de cDNAsngo-se sequéncias de 100 a
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800 pb denominadas de ESExpressed Sequence Tadsste recurso foi amplamente
utilizado na analise de transcritomas eucariotigel® sequenciamento de clones de
bibliotecas de cDNA geradas pela transcricdo reavéesmRNAs poliadenilados, ainda
que limitado pela auséncias de sequéncias de ongi@enas dos transcritos (Adaets
al., 1991; Nagarajet al, 2006). Esta limitagdo foi contornada por um proto
alternativo chamado ORESTE®gen Reading Frame Expressed Sequence),Tags
qual acopla uma etapa de PCR as preparacdes de,afdNAo objetivo de enriquecer
em sequéncias de regides codificadoras dos cDNAas (Neto et al, 2000).
Estratégias de normalizacdo, envolvendo hibridizagébtrativa de bibliotecas de
cDNA, sdo empregadas para facilitar a deteccacatesdritos raros (Bonaldet al,
1996). O perfil de expressao génica de célulareodos pode ser comparado a partir
da analise abundancia relativa de ESTs, se asoteitéis de cDNA n&o forem
normalizadas (Gruber, 2007), ainda que tais arslssgam limitadas quanto a sua
precisdo quando comparadas a outras metodologiasapalise de transcritomas como

os microarranjos de DNA e o RNA-Seq, que serédosaptados a seguir.

1.2.1 Microarranjos de DNA

Os microarranjos de DNA permitem a quantificacdcadandéancia relativa de
dezenas de milhares de RNAs transcritos em difeserglulas ou tecidos submetidos
ou ndo a condi¢des ou tratamentos de interesseo Garome sugere, 0S microarranjos
contém fragmentos de DNA de sequéncias conhecsdaslds), imobilizados em uma
superficie sdlida (laminas de vidro ou quartzo) wm arranjo de milhares de pontos
ordenados espacialmente (Schetnal, 1995; Dharmadi e Gonzalez, 2004; Slonim e
Yanai, 2009). Assim como a técnica Nerthern blot,a técnica dos microarranjos
baseia-se na hibridizacdo de moléculas de aciddsioos complementares (Dharmadi
e Gonzalez, 2004). Assim, os RNAs sdo purificadescélulas e utilizados como
moldes para sintese de cDNAs fluorescentes (masoamlo fluoréforos acoplados aos
dNTPs) que séo, entdo, utilizados para hibridizagdomicroarranjo. Por fim, um
escaneamento é realizado e o sinal de intensidadezdemitida pelo fluor6foro em

cada ponto do microarranjo € registrado, e valdidolke utilizado na determinacéo da
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abundancia de cada alvo (transcrito) na amostiRNi (Dharmadi e Gonzalez, 2004;
Clarke e Zhu, 2006; Malone e Oliver, 2011).

O conjunto de sondas € desenvolvido com base ne&mseia gendmica ou de
transcritos (cDNAs) do organismo em estudo. Inc&ite as sondas eram geradas por
PCR gerando fragmentos de 200 a 500 pares de dpasesam depositados em laminas
de vidro (Schenat al, 1995). Atualmente, as sondas sao oligonucleaideuéticos
de 50-80 bases (Dharmadi e Gonzalez, 2004) constituos chamadosligoarrays
gue podem representar sequéncias gendmicas commetao nostilling arrays
possibilitando a verificagdo do nivel de expresd@oqualquer regido do genoma,
independentemente de conter ou ndo um gene p(editdrault, 2011).

As amostras que terdo seus niveis de expressaacaniog podem ser hibridizadas
separadamente, cada uma em um microarraifalé-color ou single-channgl ou
juntas em um mesmawo-color ou two-channe), em funcdo da marcacdo do cDNA
com um ou dois fluoréforos distintos (Moreaual, 2003; Slonim e Yanai, 2009). No
primeiro caso, a intensidade do sinal de hibridivag¢ usada para determinar a
concentracdo das moléculas-alvo (quantificacdo letago(Moreauet al, 2003). No
segundo caso, ird ocorrer uma hibridizacdo conetidas duas amostras marcadas,
eliminando a variabilidade técnica que acontecenmduas hibridizacdes distintas e
permitindo uma comparacdo direta entre as amosmasuma unica hibridizacéo
(Moreauet al, 2003; Altman e Hua, 2006).

Diversos fatores podem influenciar na reprodutibidie de experimentos de
microarranjos, entre eles o desenho experimentaleuado, diferencas no tipo de
microarranjo utilizado e variacdes na sensibilidddescannersa laser (Irizarryet al,
2005). Além disso, a técnica de microarranjos a&mtasoutras limitagdes, incluindo
baixa acuracia das medicdes de expressdo, espectalnpara transcritos pouco
abundantes, em virtude da fluorescéncia de fum@dekground que pode ocorrer,
dependendo das condi¢cdes de hibridizacdo empreg&E®menda-se que sejam
observadas as especificacdes do MIAMEN{mum Information about a Microarray
Experimeny, que fornece uma guia para anotacao de micrgas;ancluindo o desenho
experimental, desenho do microarranjo, detalhesadesstras e tratamentos, condi¢cdes
de hibridizacdo, medidas e controles de normalzad@ modo a garantir que os dados
obtidos possam ser reproduzidos e/ou comparadegr(iet al, 2001; Moreatet al,
2003).
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A comparacéo de intensidades de fluorescéncia ddaaim ponto do microarranjo
resultante da hibridizacdo com duas amostras tistiesulta na obtencao da “razao de
expressao” (oufold change) o que reflete diretamente a abundancia relativa d
respectivo transcrito nessas amostras. A deter@onfagal das intensidades do sinal de
fluorescéncia leva em conta o sinal especificoymrmid pelo transcrito-alvo marcado, o
sinal de hibridizac&o-cruzada e o sinal de fundw-especifico (Zhaet al, 2014). Os
dois ultimos sinais interferentes dificultam a deé® de genes pouco expressos. Por
outro lado, transcritos muito abundantes tendematarar o sinal, complicando a
deteccéo de variagbes nos niveis destes mRNAs amiostras distintas (Dharmadi e
Gonzalez, 2004).

A padronizacdo das analises estatisticas € denmextimportancia para comparar
dados de microarranjos. O uso de testes t e ANO¥Adges dep-valor, correcdes
Bonferroni, normalizacdes e cortes deld change devem ser escolhidos
cuidadosamente. Mudancas nos parametros de nieeisighificancia dos genes
diferencialmente expressos e do corte fdel changepodem levar a diferentes
interpretacdes de dados de microarranjos (Daletaal, 2012). NormalizagGes dos
dados brutos séo utilizadas para controlar ou elima variacéo técnica dentro de um
estudo (Slonim e Yanai, 2009). Além disso, um expento de microarranjo deve
incluir pelo menos trés réplicas bioldgicas e téasi de modo a estimar, com adequado
poder estatistico, a significAncia das mudancasreadas (Leeet al, 2000; Clarke e
Zhu, 2006) bem como avaliar a probabilidade deagées ao acaso ou devidas a
artefatos da técnica (Dharmadi e Gonzalez, 2004).

Embora se recomende que resultados de experiméatogcroarranjos devam ser
validados por outros métodos distintos, cadathern blotou RT-qPCR (Dharmadi e
Gonzalez, 2004; Clarke e Zhu, 2006), deve-se atemii@ microarranjos podem
subestimar em até uma ordem de grandeza os vatteesazdo de expressao
determinados por RT-gPCR (Conway e Schoolnik, 200&eauet al, 2003). Além
disso, em comparacbes entre experimentos de mmanj@s e de protedmica, a
abundancia de transcritos nem sempre reflete asisntla proteina correspondente,
especialmente no caso de eventos pos-transcrisiorResultados de analises
protedbmicas com géis bi-dimensionais podem subastim namero total de

proteinas/genes induzidos em 2 a 4 vezes comparaive aos microarranjos.
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Entretanto, na maioria dos casos, 0s niveis dedrigdo e de proteinas correlacionam-
se (Conway e Schoolnik, 2003).

A técnica microarranjos de DNA foi muito utilizagan estudos de transcritbmica
em bactérias. Como exemplos, citamos os estud@shiena e colaboradores (Oshima
et al, 2002) e de Han e colaboradores (laml, 2004) que empregaram microarrays
construidos commpliconsde todas as ORFs anotadas nos genomas. No pricasiog
os microarranjos de DNA foram empregados para avaliperfil transcricional de 36
mutantes de sistemas de dois-componentesEeroli sob uma Gnica condi¢cdo de
cultivo, possibilitando identificacdo de redes deeiacdo e regulacdo cruzada entre
diferentes sistemas de dois componentes. O se@stddo, analisou as mudancas de
expressao do patdégen@rsinia pestiem resposta a variacdo de 26°C para 37°C, que
sdo temperaturas que a bactéria enfrenta no sku decvida em seus hospedeiros
naturais, evidenciando um aumento da expressaeuesgelacionados a fatores de
viruléncia, reguladores transcricionais, profagestre outros. Mais recentemente,
estudos de transcritomas utilizantibng arrays e, principalmente, RNA-Seq tem
contribuido substancialmente para compreensdo dwleridade, plasticidade e da
regulacéo da expressao génica em procariotos (8delssart, 2010).

1.2.2. RNA-Seq

A tecnologia denominada RNA-Seq (SequenciamentoR#8E\) consiste no
sequenciamento de todos os transcritos de umaaceifilizando abordagens de
sequenciamento de DNA de alto-desempenho (Nagaakshal, 2010; Malone e
Oliver, 2011; Wolf, 2013; Zhaet al, 2014), coletivamente denominadas plataformas
de sequenciamento de Ultima geracdo (NN&xt-Generation SequencingMardis,
2008).

O RNA-Seq substitui plenamente a técnica de micaogs na descricdo de
transcritomas completos, apresentando vantagenso coranor custo e menor
complexidade experimental (Mardis, 2008; Mortazawial, 2008; Morozovaet al,
2009). Além disso, RNA-Seq ndo depende do conhetongrévio da sequéncia do
genoma, 0 que é relevante na confeccdo dos miamjasr (Malone e Oliver, 2011,

Mutz et al, 2013; Zhaoet al, 2014). Além disso, alguns problemas e vieses
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encontrados na técnica de microarranjos sédo egit@dono diferencas na eficiéncia das
sondas e hibridizacdo-cruzada e/ou nao-especBaliegaet al, 2009; Nagalakshnet

al., 2010; Wolf, 2013; Zhacet al, 2014). Entretanto, assim como qualquer outra
técnica, a analise de transcritomas por RNA-Sedpéamé vulneravel a erros e vieses
derivados de uma eventual baixa cobertura do setumeanto ou da ambiguidade no
processo de mapeamento das sequéncias ao genoefardecia.

A cobertura do sequenciamento, ou seja, quantagsei@s devem ser obtidas por
amostra para efetivamente contemplar todo o traos@, incluindo genes com baixa
expressado, € uma das questdes importantes (Ataadg 2009; Malone e Oliver, 2011;
Wolf, 2013). Em geral, quanto maior o genoma, neaisiplexo € seu transcritoma e
uma maior profundidade de sequenciamento é ne@gsda uma cobertura adequada
(Wang et al, 2009). Além disso, é possivel observar uma hg&reidade das
sequéncias através de uma regido expressa, owag@@fundidade de sequenciamento
ao longo do comprimento do transcrito pode vafabertura e heterogeneidade néo
sdo problemas em microarranjos, uma vez que asasousadas sao conhecidas
(Malone e Oliver, 2011). Outro problema que podeeseontrado na andlise de dados
de RNA-Seq é a ambiguidade de mapeamento das stagi@&m multiplos locais do
genoma, sendo principalmente devido a presenca etesgparalogos e regioes
repetitivas (Wanget al, 2009; Wolf, 2013). Sequenciamento com a estratélg
paired-endajuda a mapear cada sequéncia no seu corretaniogggnoma (Wanegt al,
2009).

Alguns estudos realizaram a comparacdo entre adta#ss obtidos com o
microarranjos de DNA e RNA-Seq. Zhao e colaboraglofghao et al, 2014)
encontraram alta sobreposicdo entre os resultagosambas as tecnologias em
experimentos com células T humanas, embora tamééinam observado genes Unicos
em cada uma delas. Um numero maior de genes fongado utilizando a estratégia
de RNA-Seq, sendo mais sensivel em detectar gene®xpressdo muito baixa. Além
disso, foi observada uma maior acuracia na medalaxpressdo de genes muito
abundantes, enquanto que em microarranjos podeeocsaturacdo de hibridizacéo
nestes casos, impossibilitando uma quantificac&did&eel (Marioniet al, 2008; Zhao
et al, 2014). O mesmo foi encontrado em um estudo Poosophila pseudoobscura
no qual foi encontrada alta congruéncia nos redodtale expressao de microarranjos e

de RNA-Seq, com 0 mesmo Vviés em transcritos comalmipressao (Malone e Oliver,
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2011). Nookaew e colaboradores realizaram tal coagga entre tecnologias com a
levedura Saccharomyces cerevisia® também encontraram boa concordancia em
relacédo a quantificacéo relativa da expressao géNiocokaewet al, 2012).

Além da aplicacdo principal que é quantificacdo ataindancia relativa de
transcritos, novos genes podem ser descobertos adecnologia de RNA-Seq,
incluindo pequenos ncRNAs (Morozoea al, 2009; Sorek e Cossart, 2010; Malone e
Oliver, 2011; Nookaevet al, 2012; Mutzet al, 2013; Wolf, 2013). Melhorar e corrigir
a anotacdo de genomas e identificar as sequérmsasedides ndo-traduzidas (UTRS)
nas extremidades 5 e 3’ dos transcritos também egficacdes importantes desta
tecnologia (Wanget al, 2009; Nagalakshmet al, 2010; Sorek e Cossart, 2010;
Nookaewet al, 2012; Mutzet al, 2013). Em organismos eucarioticos, dados gerados
por RNA-Seq podem ser utilizados para definir aresgfio alelo-especifica, mapear
fronteiras éxon/intron e determinar variantesplécing (Wanget al, 2009; Nookaew
et al, 2012; Mutzet al, 2013; Zhacet al, 2014).

Outra aplicacdo do RNA-Seq é a capacidade de dedmisitios de inicio de
transcricdo Transcription Start SitesTSS) (Wanget al, 2009; Filiatrault, 2011;
Ozsolak e Milos, 2011). O mapeamento das TSSs aepimdefinicdo dos transcritos e
permite a caracterizacdo de regibes promotorasegidam a expressao de cada um
deles (Sorek e Cossart, 2010; Ozsolak e Milos, 01 dos primeiros métodos de
mapeamento de TSSs em larga escala foap Analysis of Gene ExpressiAGe)
(Shiraki et al, 2003). Porém, esta tecnologia exige elevada mizatet de RNA e gera
apenas sequéncias curtas para cada TSS (Ozsolise 2011).

Dados de RNA-Seq também contribuem para compreendstrutura de operons
bacterianos e a regulacédo da expresséo dos gem&guintes (Sorek e Cossart, 2010;
Filiatrault, 2011). A predi¢édo derivada da anotagé@enomas € geralmente baseada na
ocorréncia de uma curta distancia entre genes cotinges, conservacao da ordem dos
genes em organismos relacionados e na identificdedmssociacdo funcional entre os
genes da vizinhanca. A deteccdo da expressdo dsctitas policistronicos, que
incluem ou ndo sequéncias de determinados genepeton, sao informacodes valiosas
para o entendimento da regulacdo e da plasticidedéranscritomas procarioticos
(Sorek e Cossart, 2010).

Qualquer plataforma de sequenciamento de alto-qes@m pode ser utilizada na

em experimentos de RNA-Seq, ainda que o métodorelgap de bibliotecas e o
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processo de sequenciamento variem entre elas @/1a2@08). A preparacdo de
bibliotecas para sequenciamento inicia-se com ragid da amostra de RNA total sem
qualquer contaminante e mantendo-se a integridaggad moléculas (Nagalakshei
al., 2010; Malone e Oliver, 2011; Wolf, 2013). Uma \e#dracdo de mRNAs pode
corresponder a apenas 1-5% do RNA total em céutasridticas, é fundamental que
seja realizada o enriqguecimento desta fracdo niém@ride RNAs, através da deplecéo
dos abundantes rRNAs (Sorek e Cossart, 2010; Maddkver, 2011; Wolf, 2013). O
enriguecimento pode ser feito por captura dos rRNAsibridizacdo subtrativa com
utilizacdo de sondas que correspondem a posicisem@das nos rRNAs 16S e 23S,
degradacéo seletiva de RNAs monofofosrilados neeexdade 5 por exonucleases,
poliadenilacdo seletiva de mRNAs e captura de RNAs estdo associados com
determinada proteina (ex: chaperona de RNA Hfg) camprego de anticorpo
especifico (Sorek e Cossart, 2010; Filiatrault,1201

Apoés a etapa de enriquecimento, o RNA é fragmentadovertido em cDNA
dupla-fita por transcricido reversa e adaptadores iséorporados, por PCR, as
extremidades dos cDNAs (Malone e Oliver, 2011; Wa@#13). Ap6s quantificacdo e
normalizacdo das bibliotecas de fragmentos, presede sequenciamento, que na
maioria dos estudos atuais, € realizado na platafdiumina, a partir de uma unica
extremidade (estratégiaingle-endl ou a partir de ambas (estratégraired-end
(Fullwoodet al, 2009; Malone e Oliver, 2011; Ozsolak e Milos, 20d/olf, 2013).

O sequenciamento ppaired-end tag PET) € uma das estratégias para melhorar a
eficiéncia do sequenciamento de DNA e auxiliar matagem. Neste tipo de protocolo,
sequéncias curtas e pareadas das duas extremidadésmgmentos de DNA séo
extraidas e covalentemente ligadas formando cadssuditag para efeito do
sequenciamento de alto-desempenho e mapeamentcerrmmg de referéncia. A
distancia entre as duas extremidades pode ser ysawa relacionarcontigs em
montagens de genomas, incluindo regides contemetigées (Fullwooet al, 2009).

Apoés o sequenciamento, os dados brutos de sindisatescéncia, registrados em
diversas imagens, devem ser convertidos em se@sde bases em um processo
realizado pelas préprias plataformas de sequenoiamatilizando algoritmos de
identificacdo de basédse calling do fabricante. Um escore de qualidade para cada
base é calculado, indicando a confiabilidade da ¢te&de identificada. Todos os dados

de saida das plataformas sdo no formato padrao @A&Thbora o calculo do escore de
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qualidade difira entre elas (Mutet al, 2013). Tal processamento dos dados é
importante para reduzir os erros nas analises @gem e identificacdo de base,
podendo remover sequéncias de baixa-qualidade (\&taadg2009).

Apés a obtencdo das sequénciesad9, seguem-se andlises bioinformaticas e
estatisticas, que incluem verificacdo da qualiddde sequéncias com o software
FastQC, (Wolf, 2013) e eventual remocéao de basmsestores de qualidade abaixo do
esperado quality trimming. Também é fundamental avaliar a reprodutibilidads
réplicas biologicas e técnicas dos transcritomasdad através de analises de
correlacdo. Experimentos de RNA-Seq tém se mostdtlonente reprodutiveis,
evidenciando ser uma técnica robusta e confiavelin@yyét al, 2009; Nagalakshmet
al., 2010).

As sequéncias obtidas com os dados de RNA-Seq pseletanto mapeadas contra
um genoma ou transcritos de referéncia ou serzadiis em uma montagete novo
para reconstrucagos transcritos (Wanet al, 2009; Sorek e Cossart, 2010; Grablegrr
al., 2011; Malone e Oliver, 2011; Nookaetval, 2012; Mutzet al, 2013; Wolf, 2013).
Entretanto, problemas na montagem podem existauitdindo a reconstrucao de todos
0s transcritos a partir de sequéncias curtas, dewderros de sequenciamento,
diferencas na cobertura de cada transcrito ao lagaodo o seu comprimento
(Grabherret al, 2011). Em ambas as estratégias de analise, ageontde sequéncias
mapeadas em um dado transcrito fornece uma medicdaial abundancia ou nivel de
expressdo génica (Mortazaet al, 2008; Wolf, 2013). Nookaew e colaboradores
compararam ambas as estratégias entre si e cornaldagia de microarranjos. Os
resultados das andlises estatisticas para obtelecgenes diferencialmente expressos
mostraram boa concordancia em todas as abordagignadas nas comparacdes. A
mesma concordancia foi observada quando os gefegsrdiialmente expressos foram
funcionalmente categorizados, levando a conclubi@@ggicas similares (Nookaewet
al., 2012).

Devido a diferenca no comprimento dos transcriégns,uma amostra de biblioteca
0s transcritos mais longos terdo mais fragmentpgesentando-os nos transcritomas.
Dessa forma, foi proposta a medida de densidadeagiaéncia por RPKMReads per
kilobase per million mapped regdsu FPKM Eragments per kilobase of transcript per
million fragments mappéggdas quais refletem a concentracdo molar de umsdraéo na

amostra inicial a partir da normalizacdo pelo semmrimento e pelo numero total de
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sequéncias no transcritoma (Mortazavial, 2008). Esta normalizacdo € utilizada para
comparar a expressao de genes dentro do mesmorii@ms, ndo sendo necessaria em
comparacdes do mesmo transcrito entre diferentesdritomas. Nas comparacdes
entre duas amostras, outro importante aspecto reativacdo € controlar as diferencas
na profundidade e qualidade do sequenciamento (\2@if3).

Muitos meétodos de analise foram desenvolvidos patantificar genes
diferencialmente expressos através de diferentaelo® estatisticos (Nookaest al,
2012). Para dados de RNA-Seq, o mais adequadda¢ pela distribuicdo binomial
negativa (Wolf, 2013). Varios pacotes de softwde tilizados para realizar a anélise
de expressédo diferencial, com diferentes abordagansielos e eficiénciazedgeR
(Robinsonet al, 2010),Cuffdiff (Trapnellet al, 2010),DESeq(Anders e Huber, 2010)

e DESeg2(Love et al, 2014),baySeqHardcastle e Kelly, 2010NOISeq(Tarazonaet
al., 2011), entre outros. Nookaew e colaboradorezegam uma comparagéo de todos
estes métodos de analise estatistica de dados @eSB&§l encontrando resultados
consistentes entre eles. Foi observado queedgeR identificou mais genes
diferencialmente expressos do que 0s outros métmosesma condicdo e mesoud-

off, o que pode significar menos controle de errofol, ou seja, maior presenca de
falsos negativos em relacdo a hipotese nula (deagumudancas observadas sdo ao
acaso) (Nookaewt al, 2012). Esse mesmo estudo comparou os genesndifdreente
expressos nos dados de RNA-Seq com os identificahoanalises de microarranjos,
evidenciando boa concordancia entre as duas tegasloCom as listas de genes
diferencialmente expressos, categorias funcionai®m ser definidas para cada um,
sendo a categorizacdo péene OntologfGO) uma das mais utilizadas (Ashbureér
al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2004).

A tecnologia de RNA-Seq também possibilita obtérrimacao da fita de DNA que
foi transcrita, por meio de meétodos alternativos pteparacdo de bibliotecas de
fragmentos de cDNA (Wangt al, 2009; Sorek e Cossart, 2010; Filiatrault, 2011;
Ozsolak e Milos, 2011). Tais métodos envolvem aciép de diferentes adaptadores em
orientacdo conhecida relativa as extremidades35des transcritos ou as moléculas da
primeira-fita dos cDNAs (Levirt al, 2010; Ozsolak e Milos, 2011). Outra abordagem
depende em marcar uma fita com uma modificacdoigajrtanto no préprio RNA ou
durante a sintese da segunda fita de cDNA sege@diegdgradacdo da fita ndo marcada
(Parkhomchulet al, 2009; Levinet al, 2010; Ozsolak e Milos, 2011). Esta estratégia
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de sequenciamento com informacé&o de fita permiictly eventos de transcricdo anti-
senso a algum gene anotado, determinar a fita eenngRNAs foram transcritos,
demarcar corretamente as fronteiras de genes atgacganscritos em fitas opostas e
corrigir os niveis de expressdo de transcritos spisobrepdem (Wanet al, 2009;
Levin et al, 2010; Sorek e Cossart, 2010; Ozsolak e Milos1201

Outras duas importantes aplicacbes do RNA-Seq sawtatranscritbmica e o
transcritoma de uma uUnica célula. A metatranscidamisa a descricdo do perfil de
expressao de comunidades microbianas complexask(®o€ossart, 2010; Filiatrault,
2011). J4& a andlise do transcritoma de uma Unidalacgpermite um melhor
entendimento da heterogeneidade transcricionaéliéas presentes em uma populacéo
bacteriana (Sorek e Cossart, 2010; Tatgl, 2011). Tal estratégia pode ajudar a
entender como células respondem individualmente imaiss ambientais. A
heterogeneidade da expressdo génica pode ser dediferencas no status epigenético
de seu genoma, ciclo celular, microambiente oumi&mtre outros fatores. Células
individuais podem ser selecionadas manualmente,nporodisseccdo por laser ou
separacao por fluorescéncia (Tai@l, 2011).

Uma estratégia alternativa interessante ao RNAé&eqhamado sequenciamento
direto de RNA Direct RNA SequencinddRS), o qual realiza o sequenciamento de
moléculas de RNA diretamente, sem a prévia sirdeseDNA ou a necessidade de
passos de ligacdo e amplificacdo. A reacdo de segumeento por sintese é realizada
usando uma polimerase modificada e analogos deadtiddos (chamados dértual
Terminatorou VT), os quais contém um marcador fluorescente pagguimicos que
podem ser clivados e que permitem o sequenciam@usolak et al, 2009). As
vantagens deste método sdo as quantidades muiteermex) de RNA exigidas e a
eliminacdo de vieses introduzidos no processo dapapacdo das bibliotecas de
fragmentos em experimentos de RNA-Seq convenc{@mdolaket al, 2009).

A maioria das analises de transcritomas complasasaobter o perfil transcricional
momentaneo em condi¢des variadas e/ou avaliar r@sesdo diferencial em resposta a
distintos estimulos. Estudos de transcritoma tamlestdio sendo utilizados para
comparar como linhagens ou espécies proximamengeioeadas respondem a
determinadas condi¢cdes ou estimulos, evidenciagglmstas transcricionais relevantes
para sua adaptacdo a ambientes distintos e quéuakreante incluem a expressao de

potenciais fatores de viruléncia (Filiatrault, 2P11
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1.3. Aspectos da biologia d&ylella fastidiosa

Xylella fastidiosaé um importante fitopatdgeno, pertencente ao grdpo
bactérias Gram-negativas da classe Gammaprotedhadtnilia Xanthomonadaceae
(Wells et al, 1987; Hopkins, 1989). As células dé fastidiosatém formato de
bastonete (Almeida e Nunney, 2015) com diametreednh25 e 0,5m e comprimento
que pode variar entre 1,0 a 4/®. Suas colonias sdo geralmente circulares comabord
lisas ou rugosas. Apresenta crescimento lento fivauin vitro, com tempo de
duplicacdo que varia entre 9 e 55 horas, dependdondmeio de cultivo. A sua
temperatura otima de crescimentovitro € entre 26°C e 28°C (Davist al, 1978;
Davis et al, 1981; Wellset al, 1987; Hopkins, 1989). Embora classificada como
aerdbia obrigatoria, foi verificado que, dependeddaneio de cultivo, essa bactésa
comporta com anaerdbia facultativa (Shriner e Aseler2014)X. fastidiosacoloniza
dois ambientes muito distintos: o limen dos vasosxittma de seus hospedeiros
vegetais, ndo sendo capaz de colonizar outrosotedd planta, e o aparelho bucal de
insetos sugadores de seiva do xilema (Chattetjag 2008).

X. fastidiosaé considerada um fitopatdgeno generalista em rda&mpla gama
de hospedeiros em que ja foi encontrada. A lisialiaada da EFSAHuropean Food
Safety Authority inclui 359 espécies de plantas de 240 génerosfantifias botanicas
como hospedeiros naturais e/ou experimentais. dastidiosa(EFSA, 2016). Contudo,

a hipotese é que a gama de hospedeiros dessaidgméleria aumentar com o
surgimento de novas cepXs fastidiosaem decorréncia de eventos de recombinacao
genética, transferéncia horizontal de genes egétepor bacteriéfagos (Nunney al,
2012; Jacquest al, 2016).

Muitos destes hospedeiros vegetais ndo exibemnsastaquando colonizados
por X. fastidiosa e séo ditos resistentes a infeccao; nesses Kagdastidiosapode ser
considerada um endofitico (Chattergteal, 2008). Por outro lado, varias espécies sdo
altamente suscetiveis a infeccdo porfastidiosa nas quais causa doencas de extrema
gravidade, como a Clorose Variegada dos Citros (QYROssettiet al, 1990; Changpt
al., 1993), Doenca de Pierce das videiras (PD) (Hap&iRurcell, 2002) e a Sindrome
do Rapido Declinio das Oliveiras (OQDS) (Cari@tlial, 2014). Exemplos de outras

! https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/160209
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doencgas associadas a infeccdo Porfastidiosa sdo as escaldaduras de folha de
ameixeira plum, PLSplum), amendoeira (ALS), cafeeiro (CLS), pessegueirbS(P
peacl), oleandro ou espirradeira (OLS), amoreira, ce@ejecarvalho, sabugueiro e
hibisco (Hopkins e Purcell, 2002; Chatterggeal, 2008; Janse e Obradovic, 2010).

A literatura reporta a existéncia de especificidadge cepas d¥. fastidiosae
espécies do hospedeiro vegetal que colonizam (Aetial, 2008; Pradet al, 2008;
Killiny e Almeida, 2011). Além disso, mesmo espécigelacionadas tém
comportamentos distintos em relac@ydella. Por exemplo, entre as espécies de citros,
Citrus sinensiglaranjeira doce) € mais suscetivel a CVC, enqugné outras espécies
(C. reticulata, C. limonia, C. limon, C. medica C. grandid apresentam sintomas
moderados ou séo resistentes a infeccdo (Ros$ttiNegri, 1990). Por outro lado, ha
relatos de uma mesma cepa ter colonizado com supks#as de espécies distintas em
infeccdes artificiais (Let al, 2001; Lopest al, 2003; Pradeet al, 2008; Lope<t al,
2010; Oliveret al, 2015). As bases moleculares da especificidad¥. dastidiosaao
hospedeiro vegetal ainda ndo sdo conhecidas, mi@sneate ndo envolvem efetores
secretados pelo sistema de secrec¢éo tipo 3 (Mc€dauttman, 2007) visto que este
sistema esta ausente nessa fitobactéria (Killidjmeeida, 2011).

1.3.1. Doencas causadas p#r. fastidiosa, formas de transmissao e controle

Entre as doencas causadas Yofastidiosa as mais estudadas sédo a CVC e a
PD. Os principais sintomas da CVC sao lesdes atadintervenais na parte superior
de folhas maduras e regides de necrose na paeomtEorrespondentes as areas de
clorose da parte superior. Os frutos apresentarartamreduzido, endurecidos e sem
sumo e com maturacao precoce, inviabilizando owuoosn naturae sua utilizagdo na
industria de sucos e derivados (Hopkins, 1989;eJar®bradovic, 2010). Entretanto, a
CVC geralmente ndo causa morte de individuos stiseepinfectados (Let al, 2003).
Essa doenca ocorre, em intensidades diferentegjuase todas as areas citricolas do
Brasil e também j& foi detectada na Costa Ricagitiga e Paraguai (Coletta-Filho e
Machado, 2003).

A PD tem como principal sintoma a necrose do lifdd@r que se inicia nas

bordas e evolui para as regides centrais. O desememto dos frutos € severamente



49
Introducao

afetado, sendo menores e murchos, e, portantcegnados para consumo e produgao
de sucos e vinhos. A PD pode ser considerada rgeessava do que a CVC, uma vez
gue em estagios avancados ha abscisédo das folagsapte distal do peciolo e eventual
morte do hospedeiro (Hopkins, 1989; Janse e Obigd2¥10). Apesar desses sintomas
geralmente serem associados ao déficit hidricodgepeela oclusdo do xilema pelo
biofilme deX. fastidiosatem sido sugerido que outros fatores teriam papebrtante
na geracdo dos sintomas (Thoreé al, 2006), uma vez que folhas altamente
sintométicas apresentaram baixas concentracfesldlascdo patdogeno (Gambeta
al., 2007) A PD é encontrada predominantemente nos EUA, paéhtiente no estado
da Califérnia, mas também ha registros dessa daenganérica Central e Taiwan (Su
et al, 2013; Almeida e Nunney, 2015).

As outras doencas associadaX.afastidiosa,genericamente denominadas de
escaldaduras, apresentam sintomas foliares senethas necroses caracteristicas da
PD e também comprometem o desenvolvimento dossfiigtanse e Obradovic, 2010).
Os hospedeiros vegetais ornamentais e florestas ded grande importancia na
epidemiologia das principais doencas causadas Xelastidiosa pois no caso de
estarem nas vizinhangas de pomares citricolasegosou olivais, poderiam servir
como reservatorio da bactéria em razao da relatespecificidade para algumas cepas
dessa bactéria (Baumgartner e Warren, 2005; HeezaW@rtinez et al, 2007;
Chatterjeeet al, 2008; Saponaet al, 2013; Almeida e Nunney, 2015).

Sendo uma bactéria restrita ao xilera,fastidiosando é encontrada em vida
livre ao contrario de outras espécies da familiatb@amonadaceae. A transmisséo de
Xylella entre os hospedeiros vegetais requer a acao desmesx)insetos da familia
Cicadellidae (sharpshooters e Cercopidae (spitlebug}, popularmente conhecidos
como cigarrinhas. Estes insetos tém como habitarsudluido xilematico diretamente
dos peciolos das folhas, e podem eventualmentaradeplulas deX. fastidiosadurante
a sua alimentacdo. As bactérias entdo aderem ew daticular das partes bucais do
tubo digestério anterior do inseto, o pré-cibaricileario, que sédo revestidos com
quitina. Em uma préxima alimentacdo do inseto, a&sdrias poderdo ser inoculadas
diretamente no xilema e, dependendo da titulacdoétidas, colonizar o hospedeiro
(Redaket al, 2004; Almeidaet al, 2005; Chatterjeet al, 2008; Backus e Morgan,
2011).X. fastidiosaé capaz de se multiplicar no aparelho bucal detensendo o Unico

fitopatdgeno transmitido por artrépode que é prapag, mas que nao circula na



50
Introducao

hemolinfa (Purcell e Finlay, 1979). AdemaXs,fastidiosaproduz quitinases, indicando
a possivel utilizacdo de quitina como nutrientdlifi§i et al, 2010; Labroussaet al,
2017). Diante destas observacdes, ainda ha debaténseto € meramente um vetor da
bactéria ou pode ser considerado um hospedeiromatiario, uma vez que Xylella
nao provoca qualquer dano aparente ao inseto qudm@ seu desenvolvimento e
reproducdo.

As cigarrinhas séo consideradas generalistas, @najye podem se alimentar
do fluido xilematico de diversas espécies de ptargaas diversas espécies de
cigarrinhas sdo capazes de transnitirfastidiosa embora com diferentes eficiéncias
(Redaket al, 2004). Somando todas essas informac¢des comtivadlzespecificidade
de hospedeiro observada em algumas linhagené festidiosa as probabilidades de
transmissdo aumentam e dificultam as estratégia®moteole da doenca. Entretanto, o
controle das populacdes de insetos vetores aintiwo uma das principais formas de
controle das doencas causadas Kglalla (Almeidaet al, 2005).

Além da principal forma de transmisséo por meiongeto vetor, a transmissao
antropica também pode disseminar a doenca. O c@méec mudas de plantas de
interesse econdmico e agricola pode espalhar érlzaptira diversos locais do planeta,
caso elas estejam contaminadas eorfastidiosa Essa bactéria € considerada patdégeno
de grave risco biologico e seu controle é requemalinspecao e certificacdo de mudas
gue sdo transportadas de paises emXgladla é endémica (Madden e Wheelis, 2003).
Além da disseminacdo por mudas infectadas, pomergrs contaminados também
consistiam em fonte de transmissdo. Atualmente esdfsregados espécies resistentes
como porta-enxertos, como o lim&o-cravo que € usatlonudas de laranjeira doce. O
manejo adequado dos pomares, incluindo a poda tleosgaontaminados e a
erradicacdo de plantas severamente contaminad@snl@m muito importante para
controle das doencas juntamente com o controle ikstos transmissores dé
fastidiosae a utilizacdo de mudas certificadas (Janse edobig 2010).

Ainda em carater experimental, outras potenciain&s de controle de doencas
como a PD e a CVC envolvem o controle biolégico m&io da inoculagdo de cepas
nao-virulentas deX. fastidiosacomo a EB92-1 em videiras (Hopkins, 2005) ou de
endofiticos que interferem na crescimentoXdéastidiosa(Araujo et al, 2002; Lacava
et al, 2004). Outra possibilidade promissora é a fégagdo com N-acetil-cisteina, a

gual se mostrou eficiente no tratamento de placdas sintomas de CVC (Muranaka
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al., 2013). O desenvolvimento de plantas transgénieastentes ax. fastidiosa
também esta em consideracdo (Aguetr@al, 2005; Dandekaet al, 2012; Lindowet
al., 2014).

1.3.2 As epidemias d¥. fastidiosa

X. fastidiosafoi descrita somente no final da década de 198ell§/¢t al,
1987), porém ha registros em 1884 de uma grandemp em videiras no estado da
Califérnia nos EUA, a qual se acredita ser o prnimeglato da Doenca de Pierce (PD)
(Auger et al, 1974). Seis anos mais tarde, outra epidemia emiras foi relatada no
estado da Fldrida (EUA), sendo comparada com aR0nér, 1952; Nunnegt al,
2010). Somente em 1892 que a doenca recebe oferitdno nome de PD, uma vez que
foi descrita pelo fitopatologista Newton B. Pier¢¢opkins e Purcell, 2002; Janse e
Obradovic, 2010; Nunnegt al, 2010). Inicialmente, acreditava-se que a PD echee
relacionadas eram causadas por virus. Somente é8) thlctérias foram isoladas de
plantas doentes, cultivadas e reinseridas na plaaompletando o postulado de Koch,
comprovando ser o agente causal da doenca. Ingméém acreditava-se que essas
bactérias eram do géneRickettsia A partir de comparacdes de sequéncias de rRNA
16S estas bactérias forma classificadas como seadamilia Xanthomonadaceae e,
entdo, nomeadas de fastidiosaWells et al, 1987; Hopkins, 1989).

Os primeiros registros de CVC na América do Suhrorelatados no estado de
Minas Gerais em 1987 (Rossadtial, 1990), seguido por sua ocorréncia em Sao Paulo
(Changet al, 1993). Como ja mencionado, a CVC ocorre em quadas as areas
citricolas do Brasil e também ja foi detectada mest& Rica, Argentina e Paraguai
(Coletta-Filho e Machado, 2003). J& a escaldadartolha do cafeeiro foi observada
pela primeira vez em Sao Paulo em 1995 (Berettal, 1996), em seguida sendo
relatada na Costa Rica (Rodrigwal, 2001).

Até meados dos anos 90, havia registros desteafdgpno exclusivamente no
continente americano. Entretanto, a ocorrénciXylella foi relatada nos continentes
europeu e asiatico: pereiras e videiras em Taiwen € Su, 1993; Set al, 2013);
videiras em Kosovo (Berishet al, 1998); amendoeiras na Turquia (Guldumlaigt-r

al., 2005); videiras e amendoeiras no Ird (Amaniftr al, 2014); oleandro,
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amendoeiras, oliveiras, cerejeiras, além de dumggs arbustivasplygala myrtifolia

e Westringia fruticospna Italia (Saponaset al, 2013; Cariddiet al, 2014; Saponaset

al., 2014). Acredita-se que Xylella tenha sido introduzida nesses locais por meio de
mudas infectadas oriundas de paises em que edssid@&endémica, principalmente
das Américas. Vale relatar, que em dois episodiaentes, as severas politicas de
controle e manejo atualmente vigentes evitaranodoigdes de mudas infectadas. No
primeiro, mudas de cafeeiros com sintomas de emtaitd da folha do cafeeiro (CLS)
oriundas da Costa Rica e Honduras foram encontradasPaises Baixos, sendo
diagnosticadas e destruidas (Bergsma-Vlienal, 2015). No segundo episodio, quatro
mudas de cafeeiro infectadas, oriundas do Equaddéxco, foram encontradas na
Franca e também foram destruidas (Jacquak 2016).

Com as recentes ocorréncias Xlefastidiosana regido mediterranea, diversos
paises como Portugal (Pereira, 2015), Espanhaja;iarrocos, Tunisia, Egito, Libia,
entre outros, estdo em alerta e tomando as praiaEmecessarias para evitar sua
disseminacdo. Apesar desses cuidados, a bactérieedentemente encontrada no
arquipélago das llhas Baleares, territério pertetec& Espanha e localizado no Mar
Mediterraneo. Oliveiras, amendoeiras, cerejeirastiree outras espécies, foram
diagnosticadas corK. fastidiosaem outubro de 2016, nas duas das maiores ilhas do
arquipélago, Mallorca e IbizaUm recente estudo em que foi realizada uma @andés
topologia da rede de olivais indica que o Sul dhaltesta se tornando um reservatério
paraX. fastidiosa com poucas chances de erradicacao, sugerindo fpeo deve ser
direcionado para estratégias de manejo e controlevetor de modo a evitar
espalhamento do patdégeno a outros paises e pontatesna et al, 2017).
Interessantemente, em seu livro escrito em 17&%ndista e professor de Medicina e
Filosofia Cosimo Moschettini descreve os sintomas uina doenca em oliveiras
similares aos observados na Sindrome do Rapidoifdedalas Oliveiras (OQDS)
causada poK. fastidiosae que tem aterrorizado os agricultores italianos @timos
anos (Saponast al, 2013; Cariddet al, 2014; Saponaet al, 2014). ABruscg como
ele denominou a doencga, foi observada proxima deioeonde ocorreu o surto de
OQDS de 2013

? https://phys.org/news/2017-02-spain-balearic-adeadly-olive.html#Cp
® http://www.olivenews.gr/en/article/7668
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1.3.3. Variabilidade entre cepas e genomas Hglella

Todos os isolados d¢é. fastidiosatem sido classificados, até o momento, como
uma Unica espécie, sendo que apresentam suficiangbilidade genética para serem
divididos em linhagens ou cepas (Hopkins, 1989; tled Rosato, 2001). Ha3,
entretanto, uma excec¢ao, a cepa PLS229, isoladaendearvore de pera-asiatiddyfus
pyrifoliae) no distrito de Houli, Taiwan, que foi propostamm uma nova espécie,
Xylella taiwanensigSuet al, 2014; Swet al, 2016a).

Dezenas de linhagens de fastidiosaisoladas de variados hospedeiros ja foram
descritas e comparadas com base em sequénciaseke mgarcadores filogenéticos, o
que permitiu a proposicdo de seis subespétastidiosa, multiplex, sandyi, pauca,
tashkee morus (Schaadet al, 2004; Schuenzeét al, 2005; Randallet al, 2009;
Nunneyet al, 2014b; Almeida e Nunney, 2015; Jacqgeeal, 2016). Entre as cepas de
X. fastidiosasubsp fastidiosa(anteriormente chamada de subgierce) estdo as que
causam PD e doencas em amendoeira, alfafa, carvatinedita-se que a subespécie
fastidiosatenha sido introduzida nos EUA, oriunda da Amé@emtral (Costa Rica), e
que tenha recombinado com um ancestral nativo lokespécienultiplex o deve ter lhe
conferido a capacidade de infectar videiras, gexangdurto de PD ocorrido em 1884
(Nunney et al, 2010; Nunneyet al, 2013). Cepas da subespéamiltiplex estdo
associadas com uma grande variedade de hospeiteitoado doencas de escaldadura
em amendoeiras, ameixeira, pessegueiro, carvatii@ eutros. Acreditava-se que esta
subespécie era nativa de climas temperados na ¢andd Norte, porém uma cepa
causadora da escaldadura da folha de ameixeira) (PL®ncontrada em 1935 na
Argentina, Brasil e Paraguai (French e Kitajima7&)9 possivelmente apods introducéo
proveniente dos EUA (Nunet al, 2003).

X. fastidiosasubsp.pauca compreende as cepas causadoras de CVC, CLS e
outras doencas causadas por esta bactéria na AntEriSul (Almeidaet al, 2008;
Nunney et al, 2014a). Dados filogenéticos indicam queXgella seria nativa da
América do Sul, estando presente de forma endof#itm algum hospedeiro ainda
desconhecido. Mesmo com a introducao de espécieisrdg, originarias do continente
asiatico (principalmente india e China), e de egséde cafeeiros, originarias do

continente africano (Etiopia), sendo estabelecidasio grandes monoculturas por
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varios anos, ndo havia registros de doencas causpdaX. fastidiosa nestes
hospedeiros. Nunney e colaboradores sugerem Yuéasatidiosasubsppauca,como a
conhecemos hoje, tenha se originado via recomhona¢érsubespecifica entre a cepa
de X. fastidiosasubsp paucanativa da América do Sul e a cepaXddastidiosasubsp.
multiplex que infecta ameixeira, tornando-se patogénica qitn@s e café (Nunnegt
al., 2012).

Os isolados de oliveiras infectadas parfastidiosana Argentina e na ltalia
foram também classificados como sendo da subespéuea (Elbeainoet al, 2014,
Haeltermanet al, 2015) Em um estudo filogenético com sequéncias de satesge
housekeepinga cepa italiana CoDIRO (isolada de oliveira com &pBgrupou-se no
clado contendo cepas da subesp@eiaca distantes das cepas brasileiras de citros e
cafeeiro, mas proximas de cepas de cafeeiros dadeq@lacquest al, 2016). Tal fato
corrobora a alta similaridade genética desta cepaum isolado dXylella fastidiosa
subsppaucada América Central, geograficamente mais proxim&goador do que do
Brasil (Giampetruzziet al, 2015a).Entretanto, outras seis cepas Xe fastidiosa
isoladas de oliveiras assintométicas na Califdioriam classificadas com¥. fastidiosa
subsp. multiplex Inoculacdes em videiras e amendoeiras resultagamsintomas
caracteristicos de cepas desta subespécie. Poréantdiveiras na Califérnia estavam
apenas servindo como reservatorio de cepaéytitla patogénicas a outras espécies de
hospedeiros (Krugneet al, 2014). Tal fato € mais uma evidencia de espétdie
entre cepas e seus respectivos hospedeiros vegetais

Schuenzel e colaboradores estimaram que o cladtermbn as subespécies
fastidiosa e sandyi se dividiram da subespécrmaultiplex ha cerca de 30.000 anos
(Schuenzelet al, 2005). Andalises com a subespépiguca, um grupo externo em
relacdo as subespéciestidiosae sandyj indicaram que eldivergiu h4 60.000 anos
(Nunneyet al, 2012).

As outras trés subespécies envolvem cepas queanfeapenas uma espécie de
hospedeiro cada. Cepas e fastidiosasubspsandyi sdo responsaveis por causar
doencas em oleandro ou espirradeMar{um oleandét E provavel que esse genotipo
tenha sido introduzido nos EUA 100 anos apos aeepal em videiras na California
(Purcell et al, 1999; Yuanet al, 2010). A subespéci¥. fastidiosasubsptashkeé
representada por cepas isoladas de plantas sintaméda espécie ornamen@italpa

tashkentensigRandall et al, 2009). Por fimX. fastidiosasubspmorusfoi proposta
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para cepas que causam doenca em amoreira, astaudiém podem ter surgido de
eventos de recombinacao intersubespecifica entragens das subespédastidiosae
multiplex(Nunneyet al, 2014b).

Até o momento, 38 cepas d¢ylella, com diversas origens e hospedeiros,
tiveram seus genomas sequenciados (Tabela 1), tpetmmestudos mais aprofundados
de suas diferencas fenotipicas e gendémicas. AQapg isolada de uma planta de citros
com sintomas de CVC no estado de Sao Paulet(kl, 1999), foi o primeiro genoma
de um fitopatdégeno sequenciado no mundo (Simpsaih, 2000) e se tornou referéncia
para 0s outros genomas que vieram a seguir. Comie@ ger observado na Tabela 1,
genomas de cepas de citros sdo predominantes, $efudisoladas de diferentes cidades
do estado de S&o Paulo, diferentes estados dd,Brésn de uma cepa da Argentina.
Enquanto isso, genomas de cepas norte-americareisamaouma maior diversidade e
um equilibrio entre os hospedeiros, embora a naaiaimda tenha sido isolada de
videiras. As primeiras sequéncias gendmicas descepde-americanas obtidas foram
de Ann-1 (oleandro) e Dixon (amendoeira), embocanmpletas. A cepa Temeculal foi
0 primeiro genoma completo de cepas norte-amegcarser publicado (Van Slugt
al., 2003), servindo como referéncia para os genomagjpias norte-americanas.

Os primeiros genomas d¢ylella sequenciados fora do continente americano
foram o da cepa PLS229, isolada de pereira em Ta{®aet al, 2014), e o da cepa
CoDIRO, isolada de oliveira na Italia (Giampetruerial, 2015a). Recentemente, foi
proposto que a cepa PLS229 apresenta um genomantifeo suficiente para ser
classificada como uma nova espécie do géngrella, a Xylella taiwanensis.Os
valores médios de identidade de nucleotideo estee aepa e outras dé fastidiosa
foram de 83,4 a 83,9%, significativamente meno@s|uk os 95% encontrados entre
bactérias da mesma espécie. Entretanto, a sinaithride sequéncia entre 0os genes dos
rRNAs 16S, comumente empregados para caractegpacies, foi maior do que 98%,
acima dos 97% exigidos para justificar que duaasepjam da mesma espécie. Porém,
outras diferencas foram encontradas: apenas 8&nilaridade entre as sequéncias do
espacador 16S-23S, SNPs em gdmassekeepingperfis de acidos graxos distintes
diferentes fendtipos. Além disso, uma arvore fitogfeca com sequéncias de genes de
rRNA 16S posicionaram PLS229 entre os membros démergs Xylella e

XanthomonasTais dados justificaram a proposicao de novacsg8uet al, 2016a).
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Uma vez que 0s genomas sequenciados sao origirdgioserentes cepas de
uma mesma espécie, a maior parte da estruturaaeipagdo do genoma bem como o
conteudo génico é concordante entre eles. Mesmim,aggerencas significativas em
suas sequéncias ainda foram encontradas, refletiosidenétipos de suas cepas e nos
diferentes niveis de viruléncia. Estudos de gen@miomparativa revelaram a
ocorréncia de grandes rearranjos de blocos de s€iggé nos Cromossomos
(translocacoes e inversdeddels (insercdes e delecdes) de nucleotideos em genes
importantes e polimorfismos de um Unico nucleotid8dlPs). Diferencas também
foram encontradas no contetdo flexivel do genoms& mpcluem sequéncias de
elementos transponiveis, como profagos e plasmigeostros genes que podem estar
relacionados com a especificidade entre cepa eelesp (Nune<et al, 2003; Van
Sluyset al, 2003; Koideet al, 2004; da Silvat al, 2007; Doddapaneri al, 2007; de
Mello Varaniet al, 2008; Pierry, 2012; Santana, 2012; Barbetsal, 2015).

Em algumas cepas nao foram encontrados plasmidegsanto em outras um
ou mais deles estédo presentes (Simpetoal, 2000; Marquest al, 2001; Leeet al,
2010; Stengeet al, 2010; Rogers e Stenger, 2012), os quais evendumdéntontem
genes gque podem conferir alguma vantagem a cepm por exemplo, a toxina PemK
que atua como endoribonuclease (keal, 2012).X. fastidiosaem a maior razdo entre
0 numero de genes de bacteridfagos e o tamanherdnrg, sendo que o conteudo de
sequéncias relacionadas a profagos nos genomasité dinerso, com cada cepa
apresentando um perfil anico de tipos e quantidddesani et al, 2013). Postula-se
que uma vez ativos, os profagos podem ser respeisgdor rearranjos cromossémicos
em larga escala no genoma, além de carregarem getggialmente importantes para
a sobrevivéncia, viruléncia e para a capacidadecelonizar diversas espécies de
hospedeiros (Nunest al, 2003; Cheret al, 2005; de Mello Vararet al, 2008) O alto
namero de sequéncias oriundas de fagos nos gemtw®a$astidiosgpode ser devido a
auséncia do sistema CRISPR-Cas completo (Sant@i&),20 qual tem importante
papel de imunidade e protecdo contra moléculasidesanucleicos invasoras (Sorek
al., 2008; Deveaet al, 2010).
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Tabela 1 Lista de cepas d¢ylella fastidiosague tiveram seus genomas sequenciados, e suap@isrearacteristicas.

Tamanho

Cepa Hospedeiro Origem (Mb) %GC Scaffolds CDS’ Referéncias

9a5c Citros Brasil (SP) 2,73 52,64 3 2310 (Simpestoad, 2000)

J1A12 Citros Brasil (SP) 2,87 52,81 3 2378 (Pie264.2)

u24D Citros Brasil (SP) 2,73 52,62 2 2246 (Sant2nap)

XRB Citros Brasil (BA) 2,71 52,24 74 2288 N&o puhtio

B111 Citros Brasil (SP) 2,68 52,36 77 2274 Nao ipadb

11399 Citros Brasil (SE) 2,74 52,64 36 2281 (Nezal, 2016)

CvC0251 Citros Brasil (SP) 2,74 52,51 130 2305 WNablicado

CVvC0256 Citros Brasil (SP) 2,70 52,51 128 2280 Wablicado

3124 Cafeeiro Brasil (SP) 2,75 52,63 1 2261 (Santadl?2)

COF0324 Cafeeiro Brasil (MG) 2,77 52,43 143 2352 o Néblicado

6C Cafeeiro Brasil (SP) 2,61 52,36 46 2192 (Alerataa, 2014)

32 Cafeeiro Brasil (SP) 2,61 52,50 56 2155 (Alerstal, 2014)

HIB4 Hibisco Brasil (SP) 2,88 52,69 2 2388 (Pie@912)

PR8X Ameixeira Brasil (SP) 2,71 52,59 2 2229 (Rie2012)

FB7 Citros Argentina 2,70 52,51 2 2150 (Santana, 2012)
(Corrientes)

Temeculal Videira EUA (CA) 2,52 51,80 2 2157 (VamyS et al, 2003)

GB514 Videira EUA (TX) 2,52 51,77 2 1992 (Schreibéret al, 2010)

ATCC 35879 Videira EUA (FL) 2,52 51,80 16 2116 NAdlicado

Stag's Leap Videira EUA (CA) 2,51 51,70 15 2087 det al, 2016)

Ann-1 Oleandro EUA (CA) 2,78 52,07 2 2375 (Bhattagiyaet al, 2002)

Dixon Amendoeira EUA (CA) 2,62 52,00 32 2255 (Bheltaryyeet al, 2002)

M12 Amendoeira EUA (CA) 2,48 51,90 1 2054 (Clegral, 2010)

M23 Amendoeira EUA (CA) 2,57 51,76 2 2193 (Clegral, 2010)

EB92.1 Sabugueiro EUA (FL) 2,48 51,50 168 2070 (et al, 2011)

MULO0034 Amoreira EUA (CA) 2,67 51,97 2 2234 N&o [icddo

Mul-MD Amoreira EUA (MD) 2,52 51,60 101 2077 (Guanhal, 2014b)

Sy-VA Sicbmoro EUA (VA) 2,48 51,60 128 2042 (Guetral, 2014a)

Griffin-1 Carvalho EUA (GA) 2,39 51,70 84 1855 (Chenal, 2013)

vermelho
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ATCC 35871 Ameixeira EUA (GA) 2,42 51,70 58 1966 oN#ublicado

BBO1 Mirtilo EUA (GA) 2,52 51,80 84 2943 (Van Hoet al, 2017)
Cafeeiro Itdlia (Costa (Giampetruzziet al,

C033 Rica)* 2,68 51,70 96 2224 2015b)

COF0407 Cafeeiro ~ CostaRica 254 51,84 172 2081 N0 publicado

(San José)

Costa Rica ~ ,
0OLS0478 Oleandro (San José) 2,56 51,92 48 2115 N&o publicado
0LS0479 Oleandro Costa Rica 2,54 51,03 183 2070 N&o publicado

(San José)

CoDIRO Oliveira italia (Apulia) 2,54 51,97 12 2076 (Zﬁfsrgg’etruzzm al,
CFBP8072 Cafeeiro Franca (Equador)2,50 51,90 278 1987 (Jacquetsal, 2016)
CFBP8073 Cafeeiro Franca (México)* 2,58 51,60 328 1412 (Jacquest al, 2016)
PLS229 Pereira Taiwan (Houli) 2,73 53,10 1 2152 @ul, 2014)

(X. taiwanensis
Aentre paréntesis o estado, provincia ou distritpais de origem da cepgenes codificadores de proteinas; *pais de origgsmuidas infectadas
comX. fastidiosa.
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1.3.4. Fatores de viruléncia d¥. fastidiosa

O sequenciamento do primeiro genomaXddastidiosa(cepa 9a5c, agente causal da
CVC e isolada de citros no Brasil) forneceu infogdes importantes e essenciais para o
entendimento dos principais fatores de viruléncipatogenicidade dessa bactéria. Este
conhecimento tem sido constantemente enriquecido @sequenciamento de genomas de
cepas de outras localidades e de diversos hospsdaliado a estudos bioquimicos, genéticos
e fitopatoldgicos realizados, principalmente, cancapas de referéncia 9a5c e Temeculal,
que € o agente causal da PD.

A bactériaX. fastidiosatem como principal caracteristica ser muito adegpossuindo
varios genes codificadores de adesinas fimbriafingbriais (Simpsoret al, 2000; Chatterjee
et al, 2008; Zainiet al, 2015). Os pili deXylellaestdo sempre localizados em apenas um dos
polos da célula e podem ser de dois tipos, depelodéa seus tamanhos e fungdes. O pilus
curto (as células d¥. fastidiosgpossuem varios pili curtos), também chamadoldgerone-
usher possui fungdes relacionadas a adesdo a substratgserficies, além da formacéo de
biofilme e agregacao (Simpsenal, 2000; Liet al, 2007; Casertat al, 2010). Uma vez que
a Xylellando possui flagelo, ela possui um pilus longo, g&amichamado deilus do tipo 1V
0 qual é utilizado pela célula para realizar a hdatile do tipotwitching além de participar
na formacéo de biofilme (Mergt al, 2005; Liet al, 2007). Esse mecanismo funciona com a
polimerizacdo do pilus para o exterior da céluliesdo ao substrato por uma proteina adesina
localizada na sua extremidade, seguido da despitiegéo do pilus, puxando a célula para
onde a adesina esta aderida. Como a bactéria lmbitanbiente com fluxo constante, ambas
as adesinas séo importantes para que ela possanser presa no substrato (De La Fuesite
al.,, 2007). Foi demonstrado que a motilidade paertching por pilus longo ocorre
predominantemente contra uma corrente de fluxodmaca de microfluidica, sugerindo que
X. fastidiosaé capaz de se mover na direcdo oposta do fluxtudio xilematico (Menget
al., 2005). Tal motilidade bacteriana permite que etdrga possa atingir outros vasos do
xilema e colonizar a planta de forma sistémica.aBEstovimentacdo parece envolver
guimiotaxia, pois foram identificados genes ortélwga sistemas quimiossensoriais no
genoma deste fitopatégeno (Cursetal, 2011).

Aléem das adesinas fimbriais, as adesinas afimbriambém sdo de extrema
importancia para a sobrevivéncia da populacdo bagcte Entre elas estdo genes que
codificam para hemaglutininas e adesinas autotcatajoras triméricas (Xad). Todas
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contribuem em diferentes intensidades para a ades&obstrato, mas sua funcéo principal
parece ser adesado célula-célula, uma vez que &fas @istribuidas na membrana externa e
nao limitadas a um dos polos da célula, como éso das adesinas fimbriais. Este tipo de
adesédo tem papel fundamental para a formacédo debiafiime denso (Guilhabert e
Kirkpatrick, 2005; Casertat al, 2010; Voegekt al, 2010). Por outro lado, ja foi mostrado
gue uma das adesinas néo fimbriais (Xadl) é conmpere vesiculas de membrana externa
(OMV) as quais desempenham um papel modulador esdadde células d¢ fastidiosaao
substrato tant@n vitro comoin planta(lonescuet al, 2014). Além disso, a aquisi¢cdo ¥e
fastidiosapelo inseto-vetor durante sua alimentacdo em gdanfectadas é mais eficiente se
as células estdo mais aderentes (Almetida, 2005).

Além das proteinas de adesao para a formacao @imieiale Xylella, os genomas desta
bactéria também possuem o opegum que contem todos 0S genes necessarios para a
producdo e secrecado de exopolissacarideos que fargama fastidiana (Simpsaat al,
2000; Chatterjeest al, 2008). A secrecdo deste material auxilia na esagdo da matriz
extracelular do biofilme que, juntamente com o agiado de células e outras moléculas
como proteinas e acidos nucleicos, formam estruitocen densos agregados. O biofilme
passa por cinco fases no seu ciclo, incluindo @dardom suas células fundadoras, passando
pela maturacao, até a sua liberacao e dispersaapkmizar novos vasos e locais (de Souza
et al, 2004; Casertet al, 2010). Além de proteger contra adversidade noiemtd como a
acao de outras bactérias e ataques de mecanismisfea do hospedeiro, esta estrutura
auxilia na captacdo de nutrientes do meio, alémaleter presas células mortas que também
servem para a sua nutricdo (Parsek e Singh, 20aB:Skbodleyet al, 2004; Danhorn e
Fuqua, 2007). A formacéo destes aglomerados dénésf densos resulta na oclusao parcial
ou total de vasos do xilema, dificultando ou impedi que o fluido xilematico possa atingir
as partes superiores do hospedeiro. A carénciachiér nutricional parece ser uma das
principais causas dos sintomas das diversas doeagaadas poXylella (Chatterjeeet al,
2008) Entretanto, os sintomas também podem estar adssct@m a resposta sistémica do
hospedeiro frente a presenca do patdgeno (Gandietta2007).

Vale ressaltar, que a estrutura de biofilme formaa@arte anterior do tubo digestivo do
inseto é diferente do que € observado nos vasodaina. As células se posicionam lado a
lado e se mantém em posicao vertical, aderida bstrsio pelo polo que contém seus pili
curtos (Newmaret al, 2004; Almeida e Purcell, 2006). Dessa forma, lwotdigestorio do

inseto ndo é ocluido e consequentemente ndo imgpefliexo de nutrientes. Durante a
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alimentacdo, algumas células ¥e fastidiosapodem se desprender e atingir as porcdes
posteriores do tubo digestorio e servirem comoeaiim ao inseto. No momento de uma nova
alimentag&o de um vetor carregantidella em outro hospedeiro, foi proposto um mecanismo
de inoculacdo por egestdo/salivacdo de célulasattiggno no interior de vasos do novo
hospedeiro (Backus e Morgan, 2011; Backual, 2015).

A producéo de lipopolissacarideos (LPS) tambémnhaecida como um importante
fator de viruléncia enXylella, atuando como uma barreira seletiva para a entradseidas
substancias na célula (Clifforet al, 2013). LPS é uma macromolécula predominante na
membrana externa de bactérias Gram-negativas eespar localizada na superficie celular,
media as interacdes entre a célula bacterianangbeeate ao redor. Por este motivo, tambéem
€ descrito no papel de desencadear de respostdefelea basais dos hospedeiros. Sua
molécula é composta de um componente conservadliggssacarideo com lipideo A e uma
porcdo variavel de antigeno O. Tal antigeno mosteoumportante para a adesdo em
superficies, agregacdo célula-célula e maturacadvidfilme, etapas essenciais para a
viruléncia e para uma infeccdo bem-sucedida. Ess#goinfeccdo com mutantes para este
antigeno mostraram uma diminuicdo da capacidadeoltmizacdo no hospedeiro vegetal
(Clifford et al, 2013). Uma vez que o LPS atua na capacidadeedfiacos vasos do xilema,
hipotetizou-se que também teria importancia nagadsXylella ao tubo digestério do inseto
vetor. Um mutante para o antigeno O foi utilizado, secmitfirmada a diminuicdo da adeséo
da bactéria a parede do tubo digestorio (Rapicatall, 2015). Dessa forma, foi confirmado
o importante papel do LPS na virulénciaXlefastidiosaem todas as etapas do seu ciclo de
vida. Além disso, um estudo recente mostrou difrenna sequéncia de um gene que
codifica para uma das proteinas que compde as ut@éede LPS em cepas de cafeeiro,
sugerindo que os diferentes perfis de LPS de cdigéiatas podem influenciar na interacao
com seu respectivo hospedeiro e vetor (Aleetal, 2017).

Quando o biofilme atinge a sua fase final de deslgmaento, ele passa a liberar
células que irdo se dispersar para eventualmefaeizar outros locais do hospedeiro. Para
tal, as células precisam atravessar a parede @odeasilema em que se encontra para entao
acessar e colonizar o vaso adjacente. Na anatomnidlema existem algumas regides de
comunicacao entre 0s vasos, locais onde a compode@arboidratos é diferente do restante
da parede do vaso, apresentando poros por ondenpasBiuido xilematico e seus nutrientes
(Perez-Donosat al, 2010). Entretanto, o diametro desses poros éanfao diametro da
célula bacteriana, impedindo que ela atravessentignte por eles. Como forma de contornar
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esta restricdo, uma possibilidade é a degradacioadale do vaso. Interessantemente, 0
genoma deX. fastidiosapossui diversos genes codificadores de enzimasadidpras de
parede celularGell wall degrading enzyme£WDE). Existe uma variedade delas, com
especificidades e eficiéncias distintas, desde las#g, hemicelulases, endoglucanases,
glicohidrolases, poligalacturonases, entre ousasgsonet al, 2000). Todas as CWDEs sao
hipoteticamente secretadas para o meio extracehdbr sistema de secrecdo de tipo Il
(Chatterjeeet al, 2008). Além de serem capazes de degradar osideatos das regides de
comunicacdo entre vasos, algumas dessas proteflmagesponsaveis por degradar os
subprodutos das primeiras reacdes. Dessa formactaria poderia utilizar tais compostos
como nutrientes (Killiny e Almeida, 2009). Acredga que este ponto também seja
determinante para a especificidade de hospedena,wez que a composicao de carboidratos
dos pontos de comunicacgdo de diferentes hospedeaigetais pode variar, além da variacdo
do repertorio de enzimas ativas das diferentesscegt® poderia influenciar na capacidade e
eficiéncia na colonizacdo de uma cepa em um deatadui hospedeiro. Diferentemente de
todos os demais fitopatdgenos ja estudados, ogrgendeX. fastidiosando possuem genes
para o sistema de secrecdo do tipo lll, o qual adaspara injetar proteinas efetoras
diretamente no interior das células dos hospedéBwspsonet al, 2000; Van Sluyst al,
2003; Chatterjeet al, 2008).

O hospedeiro vegetal, ao perceber ataque as stiatuess internas, pode passar a
expressar mecanismos de defesa contra o patégentreleles estdo a secrecao de tilois e
géis que, embora ocluam aquele vaso ja danificadolanizado, impede que a bactéria se
espalhe (Chatterjeet al, 2008). Outra importante estratégia € a producdibeeacdo de
espécies reativas de oxigénio, como superoxidoréxige de hidrogénio, os quais séo
toxicos para membranas celulares. Entretanto, tfieadambém é capaz de se defender
contra estes ataques, uma vez que possui gendicamolies para catalases, superéxido
dismutases, glutationa peroxidase, glutationa I&stesase, que atuam nas espécies reativas de
oxigénio, degradando-as e impedindo seu efeitae@sladores de transcric&hr (Cussiol
et al, 2003) eoxyR (Toledo et al, 2011) sédo ativados na presenca destes compostos e
modulam a expressao destes genes de resposta.

Além de ser capaz de se defender de ataques dedeasp aXylella apresenta varios
genes codificando para um arsenal de toxinas. Bahéis estdo hemolisinas pertencentes a
familia RTX e diversas microcinas, como as colisifa(Simpsoret al, 2000). As primeiras
sao teoricamente capazes de formar poros na memplasmatica de células do hospedeiro
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(Simpsonet al, 2000). As microcinas por sua vez poderiam tecdorde combater possiveis
bactérias que estejam competindo por espaco eemigisi no xilema. J& foram relatadas
espécies dos géneroBacillus, Curtobacterium, Methylobacterium, Entesioter e
Pseudomonakabitando os vasos do xilema de hospedeirasytidla (Araujo et al, 2002;
Lacavaet al, 2006). Além disso, foi realizado um estudo deagemndémica da parte anterior
do tubo digestério de cigarrinhas, que revelou asgmca dos génerod/olbachia,
Methylobacterium, Sphingomonas, Agrobacterium, tBaig, Caulobacter entre outros
(Rogers e Backus, 2014). Tal microbiota poderieepaalmente interagir coylella no
inseto vetor. AXylella possui genes para o transporte das toxinas parei@ extracelular,
além de proteinas de imunidade ou anti-toxinas fiMetral, 2016; Santiaget al, 2016). A
hipétese é de que tais toxinas desempenham pap@liténcia e patogenicidade da bactéria,
e gue o repertdrio de toxinas pode variar entraxep

Outros dois conjuntos de enzimas consideradasefatde viruléncia e importantes
para a colonizacdo d€ylella sdo as proteases e lipases. Diversas proteases foeditas
pela anotacdo dos genomas desta bactéria, inclusetioa-proteases, metalo-proteases
(algumas dependentes de zinco) e uma cisteinaagm{Simpsort al, 2000; Fedattet al,
2006; Nogaroteet al, 2006). Esta ultima, denominada xilellaina, fot@mrada expressa em
uma cepa patogénica de citrogas nao foi detectada em uma cepa ndo patogéangexjrsdo
sua importancia na patogénese (Nogasrital, 2006). Outras duas proteases de uma cepa
isolada de videira foram caracterizadas (PD021B@9B6) (Cheret al, 2008; Gouraret al,
2016). Dois estudos definiram o proteoma extraaeldé isolados de citros e fastidiosae
ambos encontraram proteases sendo secretadas &ehak 2003; Mendest al, 2016).
Tais proteases teriam papel em auxiliar as CWDEsdegradacdo das membranas de
comunicacao entre vasos, promovendo a movimengagigseminacdo da bactéria na planta,
além de fornecer subprodutos de degradacdo quempsde usados para a nutricdo do
patogeno e influéncia na viruléncia planta (Smolkaet al, 2003; Fedattcet al, 2006;
Gouranet al, 2016). As lipases também foram implicadas nalémeia deXylella em dois
trabalhos recentes com o gene PD1703, o qual cagfira a lipase LesA. Primeiramente, o
sequenciamento do genoma de uma cepa nao-virdentglella, a EB92-1, evidenciou a
auséncia de LesA juntamente com outros genes d&miia (Zhanget al, 2011). Com a
insercao do gene PD1703 em EB92-1, a cepa mostnaaumento significativo dos sintomas
caracteristicos de PD em um ensaio de infeccdoidairas (Zhanget al, 2015). Em uma
analise do secretoma de uma cepa de videira, LesMAlfundantemente encontrada no
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sobrenadante de cultura. Esta lipase foi assoéddamacéo de biofilme, sendo encontrada
em vesiculas de membrana externa. Aléem disso, iseg®iIque sua presencga provocaria uma
resposta de hipersensibilidade em videiras, e quentes deste gene seriam deficientes em
viruléncia. Seu papel na viruléncia e sua presengaesiculas levou a hipétese de que esta
lipase seria levada até as margens de folhas rldoizadas e desencadearia 0s sintomas
iniciais de PD (Nascimentet al, 2016).

O papel das vesiculas de membrana externa no drémspe fatores de viruléncia a
longas distancias vem sendo descrito em trabaditentes. Além de carregar toxinas e outras
moléculas em seu interior, elas também levam congigteinas localizadas na membrana
externa de onde se originaram, como adesinas adiislf¥oegelet al, 2010; lonescet al,
2014). A presenca destas proteinas na membraneesdasilas lhes confere uma capacidade
de adesdo, sendo proposto que elas revestirianpesdisies de contato da bactéria, como as
paredes dos vasos do xilema, e modulando a adesicétulas as paredes do xilema, e
facilitando seu espalhamento sistémico (lonetal, 2014).

Todos os fatores de viruléncia e eventos relacimma@d sobrevivéncia e
patogenicidade d&Xylella estdo relacionados direta ou indiretamente comsistema de
sinalizacao relacionado com a densidade celulgrogalacdo bacteriana. A bactéria possui
um conjunto de genes denominadp§ os quais tém papel na sintese e secrecdo de uma
pequena molécula lipidica chamada de DBFfysible signaling factdg; com funcdo na
percepcdo de quérumyorum sensing(Chatterjeeet al, 2008; Ryan e Dow, 2011). O gene
rpfF codifica uma enoil CoA-hidratase que juntamenten @ generpfB, que codifica uma
ligase de acil-CoA de cadeia longa, estdo envodvidnsintese e processamento de diferentes
moléculas de DSF. As células sintetizam DSF e cet®n para o0 meio extracelular, sendo
que a sua concentracdo é percebida por um sistentidisl componentes compostos pelas
proteinas codificadas pelos gengfC e rpfG, o sensor e o regulador de resposta,
respectivamente. O dltimo possui um dominio HD-Gkh atividade de fosfodiesterase de
c-di-GMP, ou seja, de degradacao deste segundoagmns, o qual participa ativamente na
regulacdo da expressao de diversos genes-alvo sisstena (Chatterjeet al, 2008). Ao
contrario do observado em outras espécies cdamthomonasDSF modula negativamente
os niveis de c-di-GMP erdylella (Chatterjeeet al, 2008; Seshasayest al, 2010; Ryan e
Dow, 2011). Acompanhando o crescimento populacj@aabncentracdo de DSF no meio ira
variar e, consequentemente, gerara diferentes seespoas células. A proteina sensora na
membrana interna percebe as diferencas na concé@mtd® DSF e desencadeia uma cascata
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de resposta com diferentes membros do sistemajmarndo com a mudanca da expressao de
diversos genes nas células, incluindo aquelesioelados com viruléncia. Baseando-se na
concentracdo de DSF, a populagcédo bacteriandytidla apresentard duas fases distintas no
interior dos vasos do xilema. A chamada fase dencdcédo do hospedeiro vegetal
compreende o periodo de contato inicial, no quakadas foram inoculadas ha pouco tempo
e, consequentemente, estdo em menor numero. Admda infeccdo sistémica ou mesmo
sintomas da doenca. Devido as poucas células pessenconcentracdo de DSF € baixa, o
que implica na regulacéo positiva de genes reladios a producao de pilus longo, usados na
locomocédo dentro dos vasos, e na alta express@eres codificando para as CWDE, as
quais serdo utilizadas para degradar as barrésiaad existentes entre 0os vasos e promover a
disseminagdo da bactéria dentro do hospedeiro. Wir pgo aumento do crescimento
populacional bacteriano, o acimulo de células px@nmoaumento da concentracdo de DSF, o
qual sinaliza para uma mudanca fenotipica, entraral@ehamada fase de aquisicdo pelo
inseto. Neste momento, as células passam a expEsas relacionados com um fenotipo
mais séssil, formando grandes aglomerados de séula acabam por ocluir vasos, o que
aumenta as chances de bactérias serem adquiridasgeto vetor e serem disseminadas para
outros hospedeiros. Devido a oclusdo de vasosnsad estdo presentes nesta fase. Os genes
regulados positivamente nesta fase incluem aquelddgicadores de adesinas fimbriais e
afimbriais, além da maior producédo e secre¢do dpaissacarideo ou goma fastidiana, os
quais contribuem para a formacéo de um biofimesdé@hatterjeet al, 2008).

Como evidenciado na resposta do sistema de pewepgaguérum por DSF, a
regulacdo precisa da expressdo génica € extremanmeportante para que a célula possa
sobreviver e lidar com os diferentes nichos nossgse encontra. Ela tem que lidar com as
diferencas na resposta a sua infeccdo nos maisdearinospedeiros e espécies de insetos
vetores, 0s quais podem possuir diferentes e cauaplenicrobiotas em seu interior. Com
isso, compreender sistemas de regulacédo génicalisaardiferentes respostas a determinadas
condicbes ambientais que a célula encontra é fuedlan para buscar o completo
entendimento da biologia desse patdégeno. Estudgsrdimica comparativa entre cepas<de
fastidiosaséo uteis para a descricdo do repertério géniceada uma delas e relatar as
diferencas encontradas, realizando inferénciasaak seus respectivos fenotipos e niveis de
viruléncia. Entretanto, para que possamos anas#éato quais genes estdo sendo ativamente
expressos em determinada condicdo, estudos deritAmsca sdo necessarios e fornecem

informagdes mais concretas da real participacaada gene.
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1.3.5. Analises transcritbmicas erX. fastidiosa

Andlises transcritdmicas envolvem a descricdo desms transcritos presentes em
determinada condicdo em que 0 organismo se enc@itr@rsos estudos coylella foram
realizados em resposta a uma variedade de estinedoslicbes de cultivo e fases do
crescimento e desenvolvimento da populacao bacteria

A grande maioria dos estudos de transcritbmica esta bactéria foi realizado
utilizando a tecnologia de microarranjos de DNAp@neiro estudo analisou diferencas na
expressdo dos genes em diferentes estados denmmastwida cepa 9a5c, isolada de citros.
Foram analisadas populagfes bacterianas com dd#sradmeros de passagens no culitivo
vitro: uma recentemente extraida do hospedeiro, diteo cinpassagem e outra apds 46
passagens. O objetivo seria analisar se 0 consteggeimentan vitro causaria alteracdes na
expressdo de genes de viruléncia. Ensaios de #&dede plantas confirmaram que as
bactérias recém-extraidas tiveram uma colonizacais eficiente. A andlise de expressao
génica mostrou genes associados com adeséo, a@aptachospedeiro e viruléncia, como
lipases e colicina V, induzidos na populagdo Heaksagem (de Sougaal, 2003). Em outro
estudo, foram analisados os genes diferencialmexpeessos de células crescendo em
biofilme comparado com células planctdnicas. Céluala biofilme apresentaram um aumento
da expressao de genes relacionados com funcdebdiieda de manutencdo da célula, além
de proteinas relacionadas a adesao a superfiei&o(dzeet al, 2004).

Nos seus habitats naturais, como os vasos do xienaliferentes hospedeiros
vegetais e o tubo digestério de diversas espéeigssgtos-vetor, Xylella esta sujeita uma
variedade de fatores de estresse. Dentre eles qeadram mudancas nas condicdes
ambientais, nas concentracdes de nutrientes, aémnedenca de compostos anti-microbianos
e organismos competidores. Koide e colaboradorasisaram a resposta da bactéria ao
aumento da temperatura. Além dos genes relacionadahaperonas e outros genes
relacionados a mecanismos de controle de qualidageoteinas, foi observado um aumento
da expressdo de genes associados a viruléncia, semaglutininas, hemolisinas, enzimas
degradadoras de xilana, entre outros. Genes rektns a sintese de pilus, respiracdo aerobia
e sintese proteica foram reprimidos nesta condigiestresse. O estudo ainda sugere um
regulon de choque térmicohéat shockapos analisarem regides promotoras de genes com
expressao diferencial (Koids al, 2006). Uma condi¢g&o de caréncia nutricional f@iliada
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em um estudo com limitadas concentracdes de nittogéevelando genes diferencialmente
expressos com funcdes relacionadas ao transpssiiacédo de nitrogénio, biossintese de
aminoacidos e regulagdo transcricional (da SilvéoNg al, 2010). Outros dois trabalhos
avaliaram a resposta da bactéria frente a moléadas acdo antimicrobiana. Fogaca e
colaboradores avaliaram o efeito da gomesina, uptigeo antimicrobiano extraido de
aracnideo, observando um aumento da expressaonds geacionados com a producao de
biofilme, importante mecanismo de defesa bacterigngaceet al, 2010). As acbes do cobre

e do antibidtico tetraciclina enXylella também foram avaliadas em outro estudo com
microarranjos. Novamente, genes envolvidos conotegéo das células em biofilme tiveram
sua expressdo aumentada. Os autores ainda relatpedan primeira vez enXylella, a
formacao de células persistentes no biofilme eposta a ambos os estresses, sugerindo uma
resposta de tolerdncia a moléculas antimicrobiéMasanakaet al, 2012). Tais moléculas
também podem ser sintetizadas por organismos calopet que possam co-habitar nichos
em comum com &ylella. Dourado e colaboradores analisaram a respostdytidla a
interacdo com uma bactéria endofitica de citkethylobacterium mesophilicyrem um co-
cultivo in vitro. Além disso, esta bactéria ja foi encontrada sdraftsportada pelo mesmo
inseto vetor que pode transmitiXglella. Os resultados mostraram um aumento da expressao
de genes relacionados com producdo de energiasssirtransporte e motilidade, além da
repressao de genes associados ao crescimento oetiia, 2015).

A Xylella possui uma variedade de genes codificadores desatie transcricdo e
fatoreso. Os fatoress™ e 6>* foram analisados quanto & regulacdo de seus tssegenes
alvo. No primeiro caso, a condicdo de choque plar dai utilizada para definir segulon
deste fator sigma, identificando genes codificasla® enzimas envolvidas no enovelamento
e degradacao de proteinas, transducéo de sinsieenas de restricdo/modificacdo de DNA
(da Silva Netcet al, 2007). O papel do fatar* foi investigado a partir da comparagéo com o
transcritoma de uma cepa mutante deste gene, eladelo a regulacdo de genes envolvidos
com a biogénese dos pili curto e longo e na formagabiofilme (da Silva Netet al, 2008).

A mesma estratégia de gerar mutantes para analisapressao génica global regulada por
determinado gene em comparacado com a cepa selvégamada para identificar egulon
dos fatores de transcricdo AlgU e GacAXd¢ella. Enquanto AlgU regula genes relacionados
a agregacao celular, adeséo, formacdo de biofilmei&ncia (Shiet al, 2007), GacA regula
genes que também contribuem para a adeséo e farndachiolfime, além de outros com

papel na adaptacéo e tolerancia da bactéria asstrambientais (Sét al, 2009).
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Sistemas de sinalizacdo de dois componentes e rdepgéo de quérum também
foram investigados por microarranjos. A analiset@mscritoma da cepa mutante do gene
xhpT (codifica um regulador de reposta) apontou pareragfio na adesdo a superficies,
agregacao célula-célula, producédo de exopolisskesie viruléncia em videiras (Voeg!
al., 2013). O sistema de percepcdo de quérum ja testseado nos genesf e na
producao de DSF, foi analisado a partir da condtrule uma cepa mutante para o ggifie,
principal atuante na sintese da molécula sinalizafSF. Oregulon dependente depfF
envolve genes relacionados a adesao e formacgéaoofiné, regulando positivamente a
expressdo de hemaglutininas e hemolisinas, e magsante a maioria dos genes de sintese
dos pili longo e curto, de goma fastidiana e deras V (Wanget al, 2012).

Interessantemente, além da resposta da bactéridismisas condicdes, estudos tém
focado na resposta do hospedeiro vegetal a infeugéXylella. A analise do transcritoma,
por meio de microarranjos, d&rabidopsis thalianainoculada comX. fastidiosa revelou
aumento da expressdo de genes relacionados enarlimidano por estresse oxidativo
enquanto que outros genes normalmente responsiirdecgdes por patdgenos ou estresse
bidtico ndo tiveram expressao altera@a autores sugerem que tal resposta da plant@aestar
mais relacionada ao déficit hidrico induzido pelogbeio dos vasos do xilema do que a
propria infeccdo bacteriana (Rogers, 2012).

Em um estudo de RNA-Seq, foi analisada a respastadividuos deC. reticulata
(resistente a colonizacdo px¥r fastidiosya um dia apds a infeccado pélylella. Dentre os
transcritos induzidos, foram identificados genedifaadores de proteinas do sistema imune
inato do hospedeiro, genes envolvidos com o matabol secundario, biossintese e
modificacdo da parede celular, sintese de acideisabs, acido jasmonico e auxina
(Rodrigueset al, 2013).

A resposta de oliveiras a infec¢do porfastidiosatambém foi investigada utilizando
RNA-Seq (Giampetruzat al, 2016). O transcritoma de cultivares que exibaertosias mais
brandos como o cv.Leccing foi comparado ao transcritoma de cultivares disgie a
OQDS, como o cvOgliarola salentina apds infeccdo poXylella. As andalises de genes
diferencialmente expressos mostraram que a presgmgpatdgeno aciona uma resposta
envolvendo o remodelamento de proteinas da pareldéarc em ambos os cultivares. A
regulacdo positiva de genes codificando quinasefpdaeceptor (RLK) e proteinas do tipo

receptor (RLP) foi vista no cw.eccing mas ndo no cvOgliarola salentina Os autores
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concluiram que as diferentes respostas transcaisiabservadas podem determinar a menor
concentracdo do patdgeno no kcgccinoe sua relativa toleranciaxylella.

Mudancas nas concentracbes e disponibilidades deemtes no meio é fator
importante que influencia a regulacdo génica. Adgestudos analisaram o panorama global
da transcricdo na presenca de diferentes micro eromatrientes e em diferentes
concentracdes. Zaini e colaboradores analisaraesposta deXylella no crescimento em
diferentes niveis de concentragéo e disponibiliddeléerro. Genes envolvidos com fungdes
regulatérias, patogenicidade e estrutura celuleanforegulados nas condi¢fes analisadas,
incluindo genes para colicinas V e biossintese das p(Zaini et al, 2008). Outro
micronutriente analisado foi o calcio, no primeiestudo no qual transcritomas de
fastidiosaforam analisados utilizando a tecnologia de RNA-2es células foram cultivadas
em meio suplementado com calcio e células do biefiforam coletadas para a andlise do
transcritoma. Os resultados mostraram regulacadiyaogm resposta ao calcio de genes
relacionados com adesédo, motilidade, sintese dpoéssacarideo, formacdo de biofilme,
sintese de peptidoglicano, fungbes regulatoriaselostase de ferro e fagos (Parkeral,
2016).

Diferencas no conteudo de macronutrientes do argbitambém afetam a expresséo
génica global deXylella, sendo que alguns estudos de transcritbmica foratizados com
diferentes fontes de carbono e energia. Pashadidolaboradores analisaram o perfil
transcricional deXylella cultivada em meio de cultivo com diferentes cotregdes de
glicose. Os resultados indicaram uma inducdo dasdragdo de genes de colicinas V e
precursores de pilus no meio com alta concentragiglicose (Pashalidist al, 2005).
Outros trabalhos buscaram analisar fontes nutaisoque a bactéria poderia diretamente
encontrar no ambiente. Para se locomover no imteios vasos do xilema de hospedeiros
vegetais e entre eles, as j& mencionadas CWDE esfietadas e atuam na degradacédo da
parede das membranas de comunicacéo entre vassa foema, subprodutos de degradacéo
sao gerados e podem modificar a expresséo de pareea sua utilizagcdo. Em um estudo com
microarranjos, foram analisados os efeitos da adigdpectina e glucano ao meio de cultivo,
0S quais provocaram mudancas no fenoétipo e nol perfexpressdo génica da populacéo
bacteriana. A presenca de pectina tornou as céhdasadesivas, corroborando o aumento da
expressdo de genes relacionados a hemaglutinipesiecdo de goma em células cultivadas
nos meios com pectina e glucano, além de outrasamgad de expressdo em genes
importantes para a patogenicidade. Devido a est#if® mais agregativo, a disponibilidade
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para a aquisicdo de bactérias pelo inseto vetauwientada, elevando a taxa de transmissao
(Killiny e Almeida, 2009). Assim que Kylella é adquirida pelo inseto, ela encontra um
ambiente completamente distinto e necessita novi@naglequar a expressao de seus genes. O
carboidrato predominante neste ambiente é a quiumacompde 0 exoesqueleto que reveste
o tubo digestorio do vetor, tendo sido evidenciad®u uso como fonte de nutrientes para
fastidiosa além de induzimumento na formacdo de biofilme bacteriano no ansetor
(Killiny et al, 2010).

Os estudosn vitro para analisar o efeito pontual de determinado oodirdto S&o
importantes para fornecer dados especificos ddagi da expressao génica do patégeno.
Entretanto, sabe-se que a composicdo do fluidondiico € muito mais complexa e que
outras moléculas podem influenciar na respostaadtéha. Zaini e colaboradores mostraram
ser possivel sustentar uma cultura estavelXgkella em seiva do xilema de videiras
resultando em um aumento da taxa de crescimentwlgdo da adesédo e formacdo de
biofilme (Zaini et al, 2009). Dessa forma, estudos que analisam as maslaro perfil de
expressdo génica em diferentes meios com compassipdg&icionais distintas, podem
fornecer respostas mais préximas do que a bagiésisa encontrar no seu ambiente natural.
Um estudo realizou a comparacdo da expressdo géeikglella em cultivo em um meio
complexo (BCYE) e um meio definido (XDM) Este ultimo foi desenvolvido para melhorar o
crescimento deXylella, tendo sido baseado nas necessidades metabdlicgmtdgeno
reveladas pela analise de seu genoma (Leetosl, 2003). Foram observados genes
diferencialmente expressos com diferentes fungémep energia, metabolismo de proteina,
aminoacido e nucleotideo, transporte, toxinas,eeatitros (Travensolet al, 2009). Um
segundo estudo com diferentes meios de culturéasanab perfil de expressédo génica global
de Xylella cultivada em um meio com caracteristicas nutrig®samelhantes as do fluido
xilematico de videira (3G10-R) (Leitet al, 2004), comparando com um meio complexo
usado para cultivo rotineiro desta bactéria (PW§vfpet al, 1981). Os resultados mostraram
que os genes regulados positivamente para o mel®RB@odem estar envolvidos com a
colonizagdo do hospedeiro, viruléncia e competigidiental, enquanto que nas células
cultivadas no meio PW foi observado um aumentoedpiracdo aerdbica e das taxas de
crescimento bacteriano (Ciraudal, 2010)

Em resumo, muitos trabalhos de analise de transtag deXylella fastidiosga foram
realizados abordando os mais variados objetivodretamto, quase todos utilizaram a
tecnologia de microarranjos, com excecdo de apganasnico estudo (Parket al, 2016) no
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qual a estratégia de RNA-Seq foi utilizada. Comdgacrito anteriormente, esta técnica tem
diversas vantagens em relacdo aos microarranjagsjljildando uma avaliagdo muito mais
aprofundada da expressao de todos os transcritasndecélula, além de diversas outras
analises que podem ser geradas com os dados densigmiento. Alguns estudos foram
realizados utilizando RNA-Seq como estratégia pard@ise da expressao génica global em
fitopatdgenos, como nas espéckamthomonas campestiv. vesicatoria(Schmidtkeet al,
2011) e Pseudomonas syringagev. tomato (Filiatrault et al, 2010). Além disso, trabalhos
subsequentes utilizaram os mesmos organismos p&@s dins que a técnica de RNA-Seq
permite, como a definicdo dos sitios de iniciordadcricdo (TSS) (Filiatraudt al, 2011) e a

identificacdo de pequenos RNAs néo codificantebrfidtkeet al, 2013).
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2. Objetivos

O objetivo central desta tese foi sequenciar, saak comparar os transcritomas de
diferentes cepas de€ylella fastidiosano inicio e fim da fase exponencial de crescimem
meio rico PWG e em PIM6, um meio minimo que mingdzZomposicao da seiva do xilema.
A premissa para realizacdo deste trabalho é qes@iddo do repertdrio completo de genes
diferencialmente expressos nestas condicbfes expeam, além de aprofundar o
conhecimento das respostas transcricionaisK déastidiosaa variagbes nas condi¢cdes de
cultivo in vitro, podera evidenciar fatores de viruléncia e degeatizidade expressos nestas
condicoes.

Os transcritomas d¥. fastidiosa,cepas 9a5c (agente causal da CVC) e Temeculal
(agente causal da PD), frente a uma variedade tdtaudss e condi¢cdes de cultivo, foram
investigados em trabalhos anteriores (ver itenb)l@r meio de microarranjos de DNA. Até
0 momento, apenas um estudo publicado (Paekeal, 2016) utilizou RNA-Seq para
descrever o transcritoma da cepa Temeculal em snpiementado com calcio, revelando o
aumento da expressdo de genes relacionados a aglasétilidade que sdo mecanismos
relevantes na viruléncia e patogenicidade Xdefastidiosa A metodologia de RNA-Seq
substitui plenamente a técnica de microarranjoesgntando vantagens como menor custo,
menor complexidade experimental e, principalmemt@jor acuracia na identificacdo e
quantificacdo da abundancia de transcritos (Mado®déver, 2011; Zhaet al, 2014).

Nesta tese, estdo descritos, analisados e compgavadoanscritomas de oito cepas de
X. fastidiosacultivadas em meio rico e/ou meio minimo. Essedsdscritomas enriquecidos
em sequéncias de mRNAs obtidos por meio de RNA-Sammbém esta descrito um
transcritoma enriquecido em sRNAs da cepa 9a5c.
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3. Procedimentos experimentais

3.1. Manutencéao e cultivo d&Xylella fastidiosa

As cepas utilizadas neste trabalho estdo listadasTabela 2, bem como seus

respectivos locais de origem e plantas hospedagrgsie foram isoladas.

Tabela 2.Cepas d&. fastidiosautilizadas e seus respectivos hospedeiros demorige

Cepa Hospedeiro Origem Fonte Referéncia
Citrus sinensigv. . (Li etal,
9a5c Natal Macaubal/SP/BRA Fundecitrus 1999)
Citrus sinensigv. . (Monteiroet
Jlal2 Péra Jales/SP/BRA Fundecitrus al., 2001)
Citrus sinensigv. (Santana
u24d Baianinha Ubarana/SP/BRA APTA Citros '
S 2012)
Piracicaba
Citrus sinensigv. Bella . (da Silvaet
Fb7 Valencia Vista/Corrientes/ARG APTA Citros al., 2007)
3124 Coffea arabica Matao/SP/BRA APTA Citros (Almeidaet
al., 2008)
Hib4 Hibiscus rosa- ) 1y inas/SP/BRA APTA Citros (Pierry, 2012)
sinensis
Pr8x Prunus salicina Jarinu/SP/BRA APTA Citros (Pierry, 2012)
L University of (Van Sluyset
Temeculal Vitis vinifera Temecula/CA/EUA California, Berkeley al., 2003)

*As siglas correspondem aos estados e paises agsagicepas foram isoladas: SP, Estado de Sam; B&A,
Brasil; ARG, Argentina; CA, Estado da Califérnid} &, Estados Unidos da América.

Estoques de células (diversas passagens) foramdos@Em meio PWG contendo
50% de glicerol em freezer a -80°C. A manutenca@oatdturas foi feita em placas de meio
PWG-4gar com repiques semanais e incubacdo a 2#i@lo o numero de passagens
controlado. Apés 20 passagens, novo cultivo faii@wio a partir de estoques congelados a -
80°C.

O meio PW (Daviset al, 1981) contendo glicose (meio PWG) é constituigditdna
peptona 4g/L; peptona de caseina com digestaac#rifp/L; cloreto de hemina 0,001%;
KoHPO, 1,29/L; KHPO, 1g/L; MgSQ.7H,O 0,4g/L; glutamina 0,4% e glicose 0,5%. Em
alguns experimentos, foi utilizado o meio PIM-6 gueomposto de HEPES 10mM pH 6,5;
MgSO, 1mM; CaC} 3mM; D-glicose 0,1mM; tartarato de sédio 0,1mM,lat@ de sédio
0,2mM; citrato de sédio 1mM; 0,05 g/L,KPQ;,; 0,03 g/L KHPOQ,; L-glutamina 5 mM,;
0,025% solucdo de micronutrientes ATCC 13061; 0,82%onee 0,04% triptona (Michelle

Igo, University of California, Davis, comunicacdesgoal).
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Para o cultivo em meio liquido, as bactérias, apé@s 10 dias de cultivo em meio
sélido PWG-agar (PWG contendo agar 1,5%), foramsfeaidas para frascos contendo de 50
a 100 mL de meio PWG, os quais foram incubados’@ 28m 170 rpm de agitacédo por até
15 dias.

Para realizacao de curvas de crescimento, o cuttivealizado em tubos conicos de
50 mL contendo 10 mL do meio de cultivo PWG ou PIE&8°C com agitagdo de 170 rpm.
O cultivo foi iniciado a partir de um inoculo decbérias cultivadas por 10 dias em meio
PWG (50 mL), previamente submetidas a centrifug&4@060 xg, 10 minutos) e ressuspensas
em um volume menor (~10 mL) de meio fresco. O woltoi iniciado com D@yonm 0,05 em
triplicata para cada dia de medicdo a qual forizaah apos 1, 3, 7, 10, 15 e 21 dias. Em
alguns ensaios em meio PIM6 o cultivo foi iniciaclmm DQyoonm 0,25, 0,35 e 0,45 e as
medicdes foram realizadas apos 2, 5 e 7 dias. iftamaente antes das medi¢cOes dadaR
a cultura foi agitada vigorosamente para adequad@essao de células eventualmente
aderidas a parede do tubo (Pashakdlial, 2005; Fogacat al, 2010).

3.2. Extracdo de RNA total

As curvas de crescimento de cada uma das cepaseaios de cultivo PWG ou PIM6
guiaram os tempos de coleta de células no iniciooefinal da fase exponencial do
crescimento bacteriano para extracdo de RNA t@mlcultivos foram iniciados, a partir de
in6culos provenientes do cultivo por 10 dias em R#ga@r, na D@onm 0,05, quando
realizados em meio PWG, e na §6m0,25 quando em PIM6, sendo que nesse caso as
células foram incubadas previamente em PIM6 poalnd DQgonm 0,3 para “aclimatacao”
ao meio minimo antes do inicio do cultivo destinadoextracbes de RNA total. Foram
obtidas trés réplicas biolégicas do cultivo dasasepa5c e Temeculal em meio PWG e
PIM6. Para as demais cepas, foram obtidas duasagliol6gicas do cultivo em meio PWG.

Nos tempos de cultivo determinados, as célula®(bD00 mL de cultura dependendo
da cepa e do meio de cultivo) foram coletadas potrifugacao (4000 xg, 10 minutos) e
utilizadas imediatamente para extragcdo do RNA .tdNal caso de células provenientes de
cultivo em meio PIM6, o precipitado celular foi ubbmdo por 60 minutos a temperatura
ambiente com 2 mL do reagentdeGuard (Mobio), seguindo-se nova centrifugacdo para

completa remocé&o do reagente antes do inicio dogmio de extracdo de RNA. Esta etapa se
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mostrou essencial para preservar a integridadend#&culas de RNA de células provenientes
de meio PIM6, mas sendo dispensavel para célulawedePWG.

Para purificacdo de RNA total d& fastidiosafoi padronizado um protocolo que
combina os protocolos do reageiftézol (Invitrogen e oPureLink RNA Mini Kit(Ambion).
O reagentdrizol (1 a 3 mL, dependendo da massa celular) é utilipada a ressuspenséo do
precipitado celular, e o protocolo do fabricanteeg@lizado até a obtencdo da suspensédo de
RNA apos adicdo de isopropanol e etanol. Nestaaadapprotocolo, RNA em suspensédo é
entdo aplicado a coluna de purificacdo de RNAit&ureLink O protocolo segue conforme
especificado pelo fabricante, com diversas lavagem tampdes, sendo a eluicdo final
realizada com agua-DEPC (adgua pré-tratada com DH&bonato de dietila), adicionada
ao centro do filtro. A amostra de RNA purificada Bfrmazenada em freezer a -80°C.
Aliqguotas de 1,5 pL foram separadas para quargdwae analise da qualidade em
espectrofotometroNanoDrop e avaliagdo da integridade por eletroforese aapila
equipament@100 BioAnalyzeutilizando-se d&RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies).
integridade do RNA é avaliada petoftware do préprio equipamento, o qual calcula os
valores do RIN RNA Integrity Numb@r(Schroedeeet al, 2006) baseado nos tamanhos dos
picos observados por todo o perfil eletroforétinoluindo os correspondentes ao rRNAs 16S
e 23S. Definimos que amostras com RIN ~ 8,0 eraegwabias para prosseguimento das
etapas seguintes.

3.3. Purificagdo de RNA total com DNase

Para a purificacdo adicional do RNA total foi irtilda a etapa de tratamento com a
DNase do lllustra RNASpin Mini RNA isolation Kit{GE Healthcarg com modificacdes no
protocolo do fabricante. Foram utilizados até 18p@mostra de RNA total, preparado como
descrito no item anterior e diluidos em agua-DEBf@ pm volume final de 100uL, e o dobro
do volume da solucéo de DNase (20 uL) para o tettémda amostra. A reacgao foi incubada
a temperatura ambiente por 50 minutos e, apéssdisdavagens com tampdes, a eluicao foi
realizada com 50 pL de agua-DEPC pré-aquecida &€.9Para melhorar a eficiéncia do
tratamento, o eluato foi passado novamente pelanaple o procedimento de eluicdo foi
repetido. Aliquotas de 1,5 puL foram separadas paéise da integridade por eletroforese
capilar no equipament®100 BioAnalyze(Agilent Technologigscomo descrito no item 2.2.

A eficiéncia do tratamento com DNase foi verificgae PCR como descrito no item 2.4.
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3.4. Verificacao da eficiéncia do tratamento com Dake

A auséncia de contaminacdo com DNA nas preparad®é¥NA, apos o tratamento
com DNAse, foi verificada por meio de PCR utilizargk o par de oligonucleotideos
especifico par&X. fastidiosa(Pooler e Hartung, 1995) indicados abaixo e qerrg um

amplicon de 500 pb:

CVC-1 5-AGATGAAAACAATCATGCAAA-3’
272-2-int 5-GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT-3

Amostras de DNA gendmico dé fastidiosaforam usadas como controle positivo do
ensaio de PCR. O controle negativo da reacdo de fdCRealizado substituindo-se a
quantidade de RNA ou de DNA por agua-DEPC. As reagde PCR (dNTPs 0,2mM;
MgCl,1,5 mM; primerCVC-1 e primer 272-2 0,2 uM; tampéo da enzima ddulx e Taq
DNA Polimerase 2,5U; 100 ng de amostra de RNA ouApfbram incubadas em um
termocicladorGeneAmp PCR System 97(Q8pplied Biosystemsa 95°C por 5 minutos
seguindo-se 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, fOFPGB0 segundos e 72°C por 2 minutos.
Ao final, as reacdes foram incubadas a 72°C panibitos e armazenadas a 4°C até analise
por eletroforese em gel de agarose.

A eletroforese dos amplicons foi realizada em gelagarose 1% em tamp&o TBE
(Tris-base 89 mM, &cido boérico 89 mM, EDTA 2 mM @&D) contendo 0,5 mg/mL de
brometo de etidio, a 100V até a saida do coradieador. Aproximadamente 8 uL da PCR
foram aplicados misturados com pelo menos 20% dome total de tamp&o de amostra
(corante azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacardd® 4p/v); Tris-base 10 mM pH 7,5;
EDTA 1 mM). Ao final da corrida, o gel foi documadb em um fotodocumentador com luz
UV e o tamanho dos amplicons foi estimado com bese&omparacdo a mobilidade de
fragmentos de DNA com tamanhos ja conheci@@engRuler 1kb DNA Ladddfermentak
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3.5. Preparacéo de bibliotecas de cDNA para sequeamento (RNA-Seq)

3.5.1. Quantificacdo de RNA por método fluorirétrico

Antes de iniciar a preparagao das bibliotecas ddAcpara sequenciamento, foram
realizadas quantificacbes mais precisas das amoderaRNA total purificado utilizando o
Quant-iT RiboGreen RNA Assay KithermoFisher Scientificsegundo o protocolo do
fabricante. As amostras de RNA total purificad@fordiluidas para concentra¢des dentro dos
limites de deteccdo da curva padrédo que € geraparta de uma amostra de RNA de
concentracdo conhecida fornecida pkito A leitura da fluorescéncia foi realizada em um
espectrofluorimetro (excitacdo em 480 nm e a imdeds de emissdo medida a 520 nm).
Apoés a medicdo, os valores de concentragdy (las amostras de RNA total purificadas

foram extrapolados a partir da curva padréo.

3.5.2. Deplecao de rRNAs

As amostras de RNA total quantificadas como des@ima foram submetidas ao
protocolo de deplecdo de rRNAs, visando enriquegepreparacdo em mRNAs. O
procedimento est4 baseado na remocao seletiva Eutas de rRNAs pela hibridizacdo
com uma mistura de oligonucleotideos de sequémoaservadas em rRNAs bacterianos.
Para tal foi utilizado oRibo-Zero Magnetic Kit(Gram-negative bacter)a (lllumina),
conforme as instrucbes do fabricante, mas com agumodificacbes na etapa final. O
protocolo recomenda a utilizacdo de 1-5 pug de RotAl purificado, e sempre que possivel
foi utilizada a quantidade maxima de amostra. Aalfda deplecéo, 90 puL do sobrenadante
foi transferido para um tubo de 1,5mL e submetigwexipitacdo com etanolvernighta -
20°C. Esta alteracao no protocolo do fabricantewaumentar a eficiéncia da precipitacdo do
RNA depletado. O precipitado de RNA foi seco e egugla ressuspendido diretamente na
solucéo ddkit de preparacao da biblioteca de cDNA, permitindeapkamento imediato dos
dois protocolos.

Um pequeno volume da amostra antes da etapa deifae®o com etanol foi
separado para posterior analise da eficiéncia plecio de rRNAs por eletroforese capilar no
equipament@100 BioAnalyzeutilizando-se dRNA 6000 Pico kit (Agilent Technologies).
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3.5.3. Preparacéao de bibliotecas de cDNA

Apos a etapa de deplecdo de rRNAs, foi iniciadodiatamente o protocolo de
preparacdo da biblioteca de cDNA utilizandoTruSeq RNA sample preparation kit v2
(llumina) com uma modificagéo para acoplar o protocolo ef@dedo de rRNA. Para tal, o
precipitado de RNA depletado seco foi ressuspendmol8uL da soluca&lute, Prime,
Fragment Mixdo kit TruSeq RNAA partir dessa etapa, o protocolo dokiuSegRNA foi
seguido conforme estabelecido pelo fabricante. Raftese da primeira fita de cDNA foi
utilizada a transcriptase reversamProm Il (Promega. Todos os procedimentos foram
realizados em placas de 96 pocos no termocicl&dmeAmp PCR System 97@®pplied
Biosystems Em diversas etapas, o protocolo requer a pagéfio da amostra para eliminagcao
de adaptadores, oligonucleotideos ou de fragmedeéoscDNA muito pequenos. Tais
purificacoes foram realizadas com o uscAdencourtAMPure XP bead¢éBeckman Coulter
Life Sciences Ao final do protocolo, foram coletados 30 pLkdblioteca final, transferidos
para um tubo de 1,5 mL e este armazenado a -2@gLliBse a analise de distribuicdo dos
fragmentos da biblioteca por eletroforese capilar equipamento2100 BioAnalyzer
utilizando-se oHigh Sensitivity DNA ki(Agilent Technologigse quantificagdo por gPCR
absoluto como descrito no item 3.5.5. Em uma dagastdo protocolo, cada biblioteca de
cDNA é identificada pela ligacdo de adaptadoresselguéncias conhecidas e distintas
(indexesou barcode} as duas extremidades dos fragmentos de cDNA,eopgssibilita o

sequenciamento simultaneo de mais de uma bibliclec®NA em uma mesma corrida.

3.5.4. Preparacéao de bibliotecas de pequenos RN(SRNAS)

Para a preparacédo de bibliotecas de pequenos RIRASAS) deX. fastidiosafoi um
adaptado protocolo empreganddNEBNext Small RNA Library Prep Set for lllumiidew
England Biolab¥ que é utilizado na preparacdo de bibliotecas deoRNAS eucaridticos.
Este kit exige que as moléculas de RNA estejam monofoaftad na extremidade 5’ e
hidroxiladas na extremidade 3. Os sRNAs bactesam@o processados apresentam
extremidade 5’ trifosforilada. Dessa forma, forasalizadas duas etapas anteriores ao
primeiro passo ddit, nas quais foram utilizadas as enzirk$A 5 Pyrophosphohydrolase
(RppH) New England Biolahse T4 Polynucleotide Kinas€T4 PNK) (New England
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Biolabg. A T4 PNK adicionaria um monofosfato na extrermdigled’ de moléculas néo-
fosforiladas, enquanto a RppH removeria um pir@fimsida extremidade 5 de moléculas
trifosforiladas, deixando um monofosfato em 5'. iAgssamostras de RNA total foram
tratadas com a RppH (25 U) em uma reacédo com volumalede 50 uL e 500 ng de RNA. Foi
realizada uma incubacao por 30 min a 37°C. Ap@srmiho dessa reac¢do, foi adicionada a T4
PNK (10 U) e ATP 1 mM, seguindo-se incubagcao poma®a 37°C. O tampéo utilizado em
ambas as reacdes foiTd PNK buffer Ao final, as enzimas foram inativadas pela adidéo
EDTA 500 mM pH8,0 e incubacéo por 20 min a 65°@ussdo-se purificacdo do RNA total
com MinElute PCR Purification kit(Qiager). O protocolo de purificagdo foi seguido
conforme sugerido pelo fabricante, sendo que ftizatlo acetato de sédio 3M, pH 5,0 para
corrigir o pH apoés adicdo do tampéao inicialkiio Ao final, a amostra de RNA foi eluida em
10 uL de tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 8,5.

Em seguida, foi iniciado o protocolo de preparagédibliotecas de sSRNAs, seguindo
conforme sugerido pelo fabricante. O RNA totaladat com RppH e T4 PNK foi utilizado
para ligacdo de adaptadores a extremidade 3’, ogde ger realizada de duas formas: incubar
a reacdo a 25°C por 1 hora ou incubar a reacdd@ fdér 18 horas, sendo que esta ultima
condicdo pode aumentar a eficiéncia na ligacaoadiaptadores a RNA metilados. Dessa
forma, a amostra foi submetida as duas condicOeslefmente e as demais etapas do
protocolo foram realizadas como recomendado pddoctnte, exceto pela utilizacdo de 15
ciclos na etapa de amplificacdo dos fragmentosR&R. Apos o término do protocolo, as
bibliotecas foram novamente purificadas utilizanddinElute PCR Purification kifQiagen
e a selecao por tamanho dos fragmentos foi realizath asAgencourtAMPure XP beads
(Beckman Coulter Life Sciengeso final, a amostra purificada e selecionadaeloida em
15 uL de agua. Seguiu-se a analise de distribuicdo folgmentos da biblioteca por
eletroforese capilar no equipame©00 BioAnalyzeutilizando-se dHigh Sensitivity DNA

kit (Agilent Technologig= quantificacdo por gPCR absoluto com descritiamo 3.5.5.

3.5.5. Quantificacao de bibliotecas de cDNA p@PCR absoluto

A quantificacdo das bibliotecas de cDNA foi reatla por meio de qPCR (PCR
guantitativo) absoluto utilizando Kapa Library Quantification ki{Kapa Biosystemspara
plataformas de sequenciamentbumina. O kit dispde de amostras de DNA com

concentracdes conhecidas para gerar uma curvagpqdedvaria entre 20 pM a 0,0002 pM.
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Antes do ensaio de qPCR a concentracéo das bid®te cDNA foi estimada baseando-se
na quantificacdo por espectrofotometianoDrop tamanho médio dos fragmentos da
biblioteca obtido por eletroforese capilar e untzela de conversédo ng/uL em nM (protocolo
Nextera DNA Sample Preparation Guid#a lllumina), e devidamente diluidas para
concentragcées nos limites da curva padrdo. Osiosnsle qPCR foram realizados no
equipamento7/500 Real Time PCR Systaipplied Biosystemsa 95°C por 5 minutos,
seguindo-se 35 ciclos de 95°C por 30 segundos € @0t 45 segundos. A analise foi
realizada em corsoftwaredo proprio equipamento que gera curvas de angujific para cada
amostra e fornece o célculo do CCTy€le Threshold Os valores médios de CT foram
utilizados para calcular a concentracéo das bddad com base na curva padrdo do kit, sendo
ainda realizado um ajuste da concentracao baseaomanho médio dos fragmentos de cada

biblioteca.

3.6. Sequenciamento de DNA no equipamento MiSeql(inina)

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA foi radbzno equipamentiiSeq
(llumina) com oMiSeq Reagent Kit vle 500 ciclos com a estratégia de sequenciamento
Paired-Endque resulta em sequénciasady de 250 nucleotideos para cada extremidade de
um fragmento sequenciado. No maximo 8 bibliotecascONA com indices distintos e
compativeis foram sequenciadas em uma mesma cofmdes de iniciar o sequenciamento,

a concentragao das bibliotecas a serem sequend@idagistada para 4 nM e 0 mesmo
volume de cada uma delas foi misturado em um Utibo, seguindo-se adi¢cdo de volume
igual de NaOH 0,2N e incubacdes a temperatura amebjgor 5 minutos e a 95°C por 1
minuto. ApOs essa etapa de desnaturacao, foi adalia diluicdo com tampéao fornecido pelo
kit para concentracao final 6 a 10 pM, seguindesiéecacado de todo volume (6QQ.) do
pool de bibliotecas no cartucho de sequenciamento.

O workflow escolhido para a analise ap0s a corrida fBeaerate FastQTal formato
de arquivo de saida permite obter as sequénciadagena corridadadl eread?), acoplado
com a informacéo da qualidade para cada nucleosieioenciado.

O sequenciamento das bibliotecas de sRNAs foizadd com menor numero de
ciclos (50 ciclos) e com a estratégia single-end.

Os sequenciamentos foram realizados, sempre qe#vphsno equipamentMiSeq

(llumina) instalado no Centro Avancado de Tecnologias emb@éa (CATG) do Instituto
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de Quimica da Universidade de Sao Paulo. Porémimalg poucas corridas foram realizadas
no MiSeqinstalado no Centro de Facilidades de Apoio a llsaCEFAP) do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.
3.7. Analises bioinformaticas e estatisticas

Apos o término do sequenciamento, sdo geradosvasgm formato FastQ contendo
as sequénciasdadl eread?) com informacdo do escore de qualidaQes€org para cada
nucleotideo, atribuido pekoftwaredo préprioMiSeq Os arquivos FastQ gerados para cada
biblioteca foram submetidos a analise csoftware FASTQCAndrewset al, 2014)que gera
plotagens baseadas Qoscorepor base sequenciada, distribuicio@ecoremédio de cada
sequéncia obtida, conteido de adaptadores rematesoentre outras informacdes.

O mapeamento das sequéncias obtidas por RNA-Seqgraspectivas sequéncias
genbmicas de referéncia foi realizado utilizandsoftware CLC Genomics Workbench
versdo 6.5 com o méduloRNA-Seq analysistoram utilizados arquivos em formagbk o
qual contém as informacfOes das sequéncias de tigenes anotados dos genomas de
referéncia. Duas opc¢bOes de mapeamento foram réatizagerando listas de genes com
valores de expressao normalizados por FPENMdments per kilobase transcript per million
read9 (Mortazaviet al, 2008) ou com valores brutos de contagem de gsi@®quéncias
mapearam em cada gene.

Andlises de correlacdo de Pearson entre as rgflickbgicas foram realizadas com os
valores de expressao por FPKM utilizando a furggidestdo pacotestatsdo softwareR (R
Core Team, 2013). Para as analises estatisticaexplessao diferencial entre genes de
transcritomas diferentes, foi usado o paddESeq2(Love et al, 2014) dosoftwareR (R
Core Team, 2013), usando como dados de entradealoses brutos de contagem de
sequénciapara cada gene. Como parametros para definir ura ggmo diferencialmente
expresso entre duas condi¢des distintas foi estabel ter um valor dpadj < 0,05 e um
valor de logFoldChange > |1]|. A funcduotMA do mesmo pacote foi usada para gerar os
gréficos de dispersdo dos genes baseado em s@estiess valores de expressao média e
razao de expressédo. A funcAeatmap.do pacotegplotsfoi utilizada para geraneatmaps,
enquanto que a func&adarchart do pacotefmsbfoi usada para gerar d3adar Charts,

ambas naoftwareR (R Core Team, 2013).

* http://www.clcbio.com
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O software RockhopperTjaden, 2015) foi utilizado para analises de regi®ao
traduzidasntranslated regioneu UTR) e definicdo de operons.

Andlises comparativas de genes dos genomasK.d@stidiosaforam realizadas
utilizando-se a plataforma IMG/ERInfegrated Microbial Genomes-Expert Review
(Markowitz et al, 2012). Para pesquisa de identidade/similaridadgeduéncias de DNA ou
de proteinas também foram utilizados os prograBha#sSTn, BLASTp e BLAS{Atschul et
al., 1990) (em bases publicas de dados tais c@emBankdo NCBI (National Center for
Biotechnology Informatiol), Xylella fastidiosaGenome Projeéte Xylella fastidiosa -
Pierce's Disease Strain Genome Profect

Andlises funcionais dos transcritomas foram redhdgacom asoftware MinPath (Ye e
Doak, 2009)que analisa quais as vias metabdlicas estdo espaelms nos transcritomas,
sendo considerado os genes com valores de FPKMaa@l0. Os dados também foram
submetidos a classificacéo funcional com base aggorias ddgsene OntologyAshburner
et al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2004) es W&GG (Kanehisa e Goto, 2000;
Kanehisa et al., 2016) para avaliacdo de vias eecidas P>0,05 em determinada condic&o
guando comparada a outra. Para isso foram utilzad@enes diferencialmente expressos e o
web-software BayGQvencioet al, 2006).

As sequéncias obtidas com o sequenciamento deoteitdis de sRNAs foram
submetidas a montagem cawftware MIRA(Chevreuxet al, 1999) para que fossem gerados
contigsrepresentativos das sequéncias completas dosdeswglia SRNAs, além de fornecer
informacfes do numero deads usados para gerar cada possivel sequéncia congaeta
SRNA. As sequéncias dos sRNAs de ambas as bild®mtEram comparadas entre si por
meio da ferramenta BLAST (Altschet al, 1990), de modo a identificar quais candidatos
foram encontrados nas duas bibliotecas. O mesnuegiraento foi aplicado na comparacao
das sequéncias das bibliotecas com a sequéncimngenda cepa 9a5c para a obtencao das

coordenadas gendmicas dos sRNAs.

5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov
6 http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/
7 http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/world/xfpd/
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4. Resultados e Discussao

Como ja mencionado, este trabalho teve como objetequenciar, analisar e
comparar os transcritomas de diferentes cepa$ytidla fastidiosano inicio e fim da
fase exponencial de crescimento em meio rico PW@ aneio minimo PIM6. Para a
descricdo do repertério completo de genes que gpmessos ou diferencialmente
expressos nestas condic¢des foi utilizada a téclddaNA-Seq.

O meio PWG é um meio complexo e completo utilizadaiqueiramente no
cultivo de X. fastidiosa O meio PIM6 foi desenvolvido como uma alternatpara
reproduzir a composicao da seiva do xilema, quelsaiente € pobre em nutrientes. De
modo geral, essa bactéria tem crescimento lentouitoso in vitro, com tempo de
duplicacao >9 horas, dependendo do meio de culMas.plantasX. fastidiosacoloniza
exclusivamente o lumen dos vasos do xilema e éidmnasla um fitopatégeno
generalista em razdo da ampla gama de hospedeamogiue ja foi encontrada
(Chatterjeeet al, 2008; Janse e Obradovic, 2010; Almeida e Nun2@is).

As principais etapas envolvidas na obtencdo dossdrdomas de diferentes
cepas deX. fastidiosaestdo esquematizadas na Figura 1. Os resultadio®®liserdo
apresentados e discutidos em duas partes:

A) Descricao e comparagao dos transcritomas dasscegbc e Temeculal no
inicio e fim da fase exponencial de crescimento megs PWG e PIM6. Estas duas
cepas sao consideradas cepas de referéncia e rdpmesdiferencas genbmicas e
fenotipicas no cultivan vitro. Aléem de analises de expressao génica diferercial
descricdo de rotas e vias metabdlicas enrique@dasada condi¢cdo experimental, o
sequenciamento do transcritoma destas duas capé#sgifado na definicdo das regidoes
nao-traduzidas dos genes (5’'UTR e 3'UTR) e idas@fdio de operons preditos nestes
genomas. Também foram identificados transcritos gptencialmente sdo sRNAs na
cepa 9a5c.

B) Descricdo e comparagao dos transcritomas decepas isoladas de citros
(cepas 9a5c, Jlal2, U24d e Fb7), de cafeeiro (8&pd4), de hibisco (cepa Hib4),
ameixeira (cepa Pr8x) e de videira (cepa Temeculat) inicio e fim da fase
exponencial de crescimento no meio PWG. Ao comirdais cepas Temeculal e 9a5c,
as outras seis cepas sao ainda pouco estudadagammadm apresentam diferencas
gendmicas e fenotipicas vitro. A analise comparativa de transcritomas de cepas d

fastidiosaque foram isoladas de diferentes espécies de plantca associar eventuais
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diferencas na expressdo génica aos seus respefdivobpos e especificidade de
hospedeiro.

Cepasde Xylella
fastidiosa

Curvas de crescimento

Cepas:
9a5c

Temeculal / \

tl;jj’ Cultivo em meio rico Cultivo meio que Cepas:

Fb7 (PWG) mimetiza o xilema (PIM6) 9a5c

3124 Temeculal
Hib4 \ /

Pr8x

Purificagdo do RNA total

{

Tratamento com DNAse
Deplecdo de rRNA (enriquecimento de mRNA)

Y

Preparacdo de biblioteca
de cDNA

y

Sequenciamento
MiSeq/lllumina

¥
—-—

Andlises de qualidade das sequéncias Niveis de expressdo dos transcritos (FPKM)
Andlise de Correlacgio de Pearson R — Andlises de expressdo diferencial

Andlises de UTRs e operons

Figura 1. Etapas para obtencédo dos transcritomax. dastidiosgpor RNA-Seq.
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Parte A) Descricao e comparacao dos transcritomasad cepas 9a5c e Temeculal

4.1. Curva de crescimento das cepas 9a5c e Temedulm meio PWG e
PIM6

O crescimento das cepas 9a5c e Temeculal foi dwadian meio PWG e PIM6
por 21 dias, com o objetivo de melhor definir anpes de coleta, representativos da
fase inicial e final do crescimento exponencialmoaesperado, em ambas as cepas foi
observado um maior crescimento no meio rico PWCGcempara¢cdo ao meio minimo
PIM6, sendo que a fase estacionaria foi atingidaamoais cedo nesse meio (Figura 2).

A cepa 9a5c aparentemente sustentou um melhoiroesgo no meio PWG do
que a cepa Temeculal, uma vez que alcancou umada@ascelular mais alta
(DOsoonn=1,4) ao atingir a fase estacionaria (~10 dias)ceda Temeculal cresceu
rapidamente no inicio do cultivo (R6.m 0,05 para 0,3 em 3 dias) porém atingiu mais
cedo a fase estacionaria (7 dias), com a metadaldo de densidade celular da cepa
9a5c¢ (DQoonn= 0,7) (Figura 2).

As curvas de crescimento (Figura 2) mostram um stodaumento da
populacdo de células no inicio do cultivo no meigé’para ambas as cepas, embora
com uma baixa densidade celular @¢= 0,1) ao alcancar a fase estacionaria (3
dias), muito antes do observado no meio PWG. Portaainda que o PIM6
supostamente mimetize a composi¢ao do fluido xitemaeste meio ndo € adequado
para cultivos de longo prazo.

Comparacdes entre o crescimento em diferentes maeoscultivo com
composicdes distintas foram analisadas em outragd@s Curvas de crescimento
foram obtidas para o meio definido 3G10-R e o nceimplexo PW. No meio 3G10-R
foi observado um atraso para atingir a fase estadm com uma fase exponencial
pouco evidente, enquanto que no meio PW a fasei@séaia foi alcancada com poucos
dias (Cirauloet al, 2010). Ao contrario, no presente estudo, o amescio no meio
definido PIM6 atingiu mais cedo a fase estaciondoi@ue no meio complexo PWG, o
qual levou mais tempo até atingi-la com mais deia6, ambos com fases exponenciais
definidas. Tal resultado corrobora o observado emestudo com o crescimenio

vitro de Xylellaem seiva do xilema de videiras, no qual foi obs#gvama antecipacao
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da chegada a fase estacionaria em comparacdo cameimctomplexo artificial (Zaini
et al, 2009).

Para obter quantidade de células para extracdoNdet®al suficiente para o
RNA-Seq, foram realizados novos ensaios em meio6HIMiando-se o cultivo com
densidades celulares mais altas (dados ndo mosyrddesta forma, foi definido que os
experimentos para obtencdo das amostras de RNAleotslulas cultivadas neste meio
iniciariam com a DGhonm0,25.

Estas analises de crescimento guiaram a definioderdpo e as condi¢cdes de
cultivo das cepas 9a5c e Temeculal para a extrdedBNA total para a analise
comparativa do transcritoma nestes dois meios.ddagese nas curvas de crescimento,
foi decido pela coleta no 1° e 3° dias (inicio daef exponencial) nos meios PIM6 e
PWG, respectivamente, para ambas as cepas. Paana@sras do final da fase
exponencial, foram definidos o 3° dia para o meéM@em ambas as cepas e 0 7° e 10°
dias para o meio PWG em Temeculal e 9a5c, respawtivte (Figura 2).

Como mostrado na Figura 3, pode-se observar umadgraariacdo nos
fendtipos do cultivan vitro em PIM6 ou PWG de ambas as cepas, quanto a foomaca
de agregados em solucdo (células planctonicas) aggados aderidos a parede do
frasco (células em biofilme). Os diferentes fermgippresentados pelas duas cepas em
situagbes de cultivo semelhantes é indicativo devweis diferengcas em seus

respectivos perfis de expressao génica.
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Figura 2. Curva de crescimento das cepas 9a5c e Tecnlal As células das cepas
9a5c (painel superior) e Temeculal (painel inf¢rioram crescidas em tubos cénicos
de 50mL com D@yonm inicial de 0,05 nos meios PWG e PIM6, &£@8& 170 rpm.
Medicbes da Dgyonm foram realizadas nos 1°, 3°, 7°, 10°, 15° e 2l14sdde
crescimento. Barras verticais representam o dgsaibdo da média de trés réplicas
técnicas.

Figura 3. Fendtipo do cultlvo das cepas 9a5c e Tepulal dos dias escolhidos para
a extracao de RNA total.(A) cepa 9a5c com 1 dia em PIM6; (B) cepa 9a5c 8adias
em PIM6; (C) cepa 9a5c com 3 dias em PWG,; (D) @& com 10 dias em PWG; (E)
cepa Temeculal com 1 dia em PIM6; (F) cepa Temkadan 3 dias em PIM6; (G)
cepa Temeculal com 3 dias em PWG; (H) cepa Tenteadan 7 dias em PWG.
DOgoonminicial de 0,25 para no cultivo em meio PIM6 e cultivo em PWG. As
imagens mostram uma de trés réplicas biologicas gaata condi¢do. Frascos incubados
a 28°C e 170 rpm.
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4.2. Obtencéo dos transcritomas por RNA-Seq

O primeiro requerimento critico para o sucesso &aita de RNA-Seq é a
obtencdo das amostras de RNA total com elevado deapureza e integridade. A
pureza das preparacdes de RNA é avaliada pela anddidbsorbancia a 230, 260 e 280
nm, sendo desejavel a obtencdo de razdgs.A2sonm € AesonmfAzzonm > 1,8. A
integridade é analisada por eletroforese capilareqoipamento2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologigso qual calcula &RNA Integrity Numbe(RIN) que deve ser >8.
A Tabela 3 lista estes parametros de qualidadetpdss as amostras de RNA extraidas
das cepas 9a5c e Temeculal, que de modo geral ft@stante adequados,
especialmente para as preparacdes originadas de R&@aso das preparacdes de
meio PIM6 foi necessério o uso ddeGuard (MoBio Laboratorie¥ para obtencédo de
RIN > 7,0. Além disso, a completa remocao do DNA peeparacdes de RNA total foi
confirmada por PCR com um par gemers especifico para deteccdo de DNA Xle
fastidiosa(dados ndo mostrados).

A Tabela 3 também inclui as quantificacdes das tmmsle RNA total tanto
pela medida da Aonm N0 NanoDrop quanto por método fluorimétrico (redge
RiboGreel que é mais preciso. Note que a medicao gig.Amedida no NanoDrop
superestimou a concentracdo do RNA em relacéo @sndeacdes com o reagente
RiboGreen

ApoOs as analises de qualidade e pureza das préparde RNA, foi realizada a
deplecdo de moléculas de rRNAs para obtencéo dedragéo enriquecida em mRNAS,
seguindo-se andlise por eletroforese capilar. &stga também é critica, uma vez que
0os rRNAs constituem mais de 90% do RNA total bsmter Para todas as amostras
indicadas na Tabela 3, a eficiéncia na remoca®&i&s foi alta quando foi utilizado 3-
5u1g de RNA total (dados ndo mostrados).

Finalmente, as amostras de RNA purificadas e degdst de rRNAs foram
utilizadas para a preparacédo das bibliotecas deAcdra todas elas, foi obtido um
excelente rendimento, quanto a concentracdo congoiadalade e pureza (Tabela 3). A
concentracdo das bibliotecas foi determinada gPB$®dlato em que sao utilizados
iniciadores complementares aos adaptadores utézah confeccdo das bibliotecas.

Além da quantificacdo precisa (Tabela 3), esteiernsanbém avalia a eficiéncia do
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protocolo de preparacao das bibliotecas, uma vezsqmente serdo amplificados os
fragmentos que tiveram os adaptadores corretantigiigos em suas extremidades.
Outro parametro relevante é o tamanho médio dgsnieatos de cDNA da biblioteca, o
qual é definido em eletroforese capilar.

As 24 bibliotecas de cDNA foram sequenciadas enctocigorridas no
equipamentdMiSeq (Illumina) utilizando a estratégia deaired-Endcom umkit para
500 ciclos. Dessa forma, esperava-se sequédeicaté 250 bases correspondentes a
cada extremidade do fragmento sequenciado. O remiimdestas corridas foi
excelente, com quantidades de sequéncias muitanpéxou até maiores do que o
previsto pelo fabricante, que é de 25 milhdes daéeciagTabela 4). Além disso, uma
alta porcentagem das sequéncias apresentou altedagiea de sequenciamento,
aumentando a confiabilidade nos dados, o que gscatido na proxima secao. A
densidade declusters de fragmentos formados rdow cell na etapa inicial do
sequenciamentexcedeu os valores tidos como seguros (Tabelss4uais segundo o
fabricante devem estar entre 1000 e 1200. Poréizmfnte este fato néo interferiu no

rendimento do sequenciamento.
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Tabela 3.Dados das amostras de RNA das duas cepas nas@mde cultivo indicadas (painel esquerdo) e de mspectivas bibliotecas de cDNA (painel direito)

Cepa Meig de Tempo NanoDrop  A260/  A260/ RIN RiboGreen | NanoDrop A260/  A260/ Tzflrr_lanho gPCR Réplica
cultivo (dias) (ng/uL) 280 230 (ng/uL) (ng/uL) 280 230 médio (pb) (nM)
329,8 2,07 2,48 8,1 348,6 79,5 1,80 1,97 390 113,6 1
1 199,2 2,09 2,42 7,1 188,9 68,3 1,83 2,29 366 191,6 2
239,0 2,11 2,41 7,4 118,8 76,8 1,81 2,25 457 224.8 3
PIM6 245,9 2,08 2,40 7,9 165,1 82,0 1,80 2,26 375 364,7 1
3 258,8 2,12 2,46 8,6 2011 74,0 1,80 2,26 376 296,5 2
L% 246,1 2,10 2,39 8,0 140,3 84,5 1,81 2,20 469 169,5 3
c‘g 294.,8 2,12 1,32 8,4 296,8 58,1 1,80 2,32 361 218,1 1
3 265,3 2,09 2,19 7,3 275,3 61,6 1,83 2,26 407 146,6 2
261,9 2,11 2,45 8,5 147.,4 93,1 1,82 2,25 461 251,0 3
PWG 328,2 2,10 2,47 8,4 292,7 35,3 1,78 1,96 355 58,9
10 258,6 2,13 2,42 8,2 2527 63,3 1,82 2,20 365 83,1 2
273,3 2,11 2,42 8,6 168,0 80,7 1,84 2,32 471 198,0 3
239,7 2,11 2,47 8,1 265,4 41,1 1,78 2,28 356 146,0 1
1 232,1 2,09 2,24 7,8 163,9 52,1 1,85 2,25 385 171,1 2
251,0 2,10 2,44 8,1 170,7 88,8 1,83 2,19 450 213,6 3
PiMe 2411 2,10 2,44 8,0 197,9 58,2 1,79 2,09 353 248,4 1
‘c_é 3 240,5 2,10 2,35 8,4 184,3 59,4 1,79 2,13 345 288,8 2
8 227,9 2,10 2,39 8,7 109,6 69,2 1,83 2,07 429 199,0 3
g 264,5 2,12 2,42 8,3 177,6 85,7 1,84 2,25 410 250,8 1
ﬁ 3 267,6 2,11 2,17 8,2 209,8 70,2 1,79 2,08 384 271,0 2
266,2 2,13 2,46 8,6 167,5 91,4 1,84 2,19 443 230,9 3
PWG 447,6 2,09 2,45 8,3 471,5 64,4 1,79 1,72 388 116,4 1
7 253,6 2,08 2,37 8,0 235,9 53,9 1,80 2,26 365 190,3 2
261,1 2,12 2,45 8,9 147,6 76,5 1,83 2,17 443 206,0 3
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Tabela 4.Resumo do rendimento das cinco corridas contesdhibtiotecas das cepas 9a5c¢ e Temeculal.

Corrida Total de Sequéncias Numero de Densidade de %
sequéncias* filtradas** bibliotecas clusters >Q30***
1 25.687.600 16.908.052 4 1439 77,7
2 29.269.792 23.373.882 5 1607 75,3
3 27.988.934 23.358.634 4 1547 77,7
4 26.881.580 22.864.072 5 1451 77,7
5 24.908.752 22.505.602 8 1303 81,9

*Paired-End reads**Filtragem que remove sequéncizam baixa qualidade. ***>Q30 indica
sequéncias de alta qualidade.

4.3. Andlise da qualidade das sequéncias dos trarismmas

Antes de realizar o0 mapeamento das sequénciasemmsngs de referéncia e
outras analises mais aprofundadas, foram realizai@sses para verificar a qualidade
das sequéncias obtidas a partir de todas as leitdistde cDNA.

Como exemplo, serd discutido o resultado das @salas sequéncias da
primeira réplica da amostra de RNA da cepa 9a5&cita por 1 dia em meio PIM6
(Figura 4). A andlise de qualidade caaftware FASTQCGAndrewset al, 2014) foi
feita separadamente com sequéncias de cada unextdamidades no sequenciamento
Paired-End(Figura 4A e 4B)com as sequéncias de ambas as extremidades #laare
(Figura 4C) e com as sequéncias ap@gsality trimming(>Q30) (Figura 4D) realizado
com o software CLC Genomics WorbencEkste processo consiste em encurtar
sequéncias deletando parte de suas bases com sestorqualidade inferiores ao
threshold desejado ou mesmo remover sequéncias inteiras vadones medios de
gualidade abaixo destiereshold

As andlises de qualidade de base indicam que admeyie o tamanho da
sequéncia aumenta, o seu escore medio de quatiiadeii, ou seja, sequénciasais
longas tendem a apresentar um maior numero de ltasesescores de qualidade
inferiores (Figura 4). Este efeito € menor paraseguéncias da primeira extremidade
(read]) (Figura 4A) do que para a segunda extremidadad® (Figura 4B). Esta
variacao é intrinseca da tecnologia utilizadéSgq/llluming, na qual o rendimento dos
reagentes sofre uma queda durante a segunda ndetaderida de 500 ciclos, afetando
muito mais a qualidade das sequéncias da segutrém@ade. Mesmo assim, a andlise

das sequéncias pareadas (Figura 4C) mostrou quenarmualidade doead2 ndo
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prejudica a qualidade doeadl A analise das sequéncias submetidasqaality
trimming mostrou, como esperado, somente sequéncias acneacdre Q30 (Figura
4D). Porém, trata-se de um critério muito elevadayjdalidade uma vez praticamente
todas as sequéncias foram encurtadas, o que pquejiaicar 0 mapeamento correto
no genoma. Assim, foi definido que para as analidesexpressao diferencial
subsequentes seriam utilizadas as sequéncias akrare processo demming

A estratégia de realizar ou n&0mming de sequéncias de RNA-Seq é
controversa. Williams e colaboradores (Williagtsal, 2016) avaliaram o impacto do
trimming na analise de expressao diferencial. Para tal,gelesam conjuntos de dados
de RNA-Seq de quatro amostras de neurbnios seissaa larvas deDrosophila
melanogastere usaram trés algoritmos pardariomming baseado na qualidade de base
com diferentes parametros d@ escore. Com 0s parametros t&mming mais
agressivos, mais de 10% dos genes tiveram mudaiggacativas nos seus niveis de
expressao. Observaram este mesmo padrdo com adi®sonjuntos de dados de
RNA-Seq e compipelines alternativos de andlise de expressdo genica. UWmie f
consideravel das diferencas observadas pode skuidér ao alinhamento desads
curtos resultantes doimming mais agressivo. Eles ainda realizaram uma comparaca
entre dados de RNA-Seq e microarranjos, e sugeuameaglizar nenhurtrimming ou
trimming moderado resulta em estimativas de expressdoagem mais acuradas. Em
resumo, estes autores concluem quenaming agressivo pode influenciar fortemente a
acuracia da estimativa de niveis de expressaoaémigue subsequentemente impacta
na identificacdo de genes diferencialmente expsed3e todo modo, eles sugerem que
deve ser avaliado em cada caso simming sera ou nao benéfico para o tipo de
analise a ser realizada (Williaresal, 2016).

De modo geral, todos os transcritomas sequencraekie trabalho apresentaram
padroes de qualidade semelhantes ao exemplo nosteadrigura 4, evidenciando a
robustez da técnica de RNA-Seq e confiabilidadeddo®s obtidos.
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Figura 4. Andlise da qualidade por base das sequéas da primeira réplica da
cepa 9a5c cultivada por 1 dia em PIM6(A) andlise das sequéncias da primeira
extremidade readl); (B) analise das sequéncias da segunda extreenigead?); (C)
andlise com as sequéncias pareadssi(+read3; (D) andlise apds quality trimming
(Q>30). As analises foram realizadas usandgofowvareFASTQC O eixo das abcissas
contém os tamanhos das sequéncias (1 até 250)ardnggue o0 eixo das ordenadas
contém os valores d@ escore (de 0 a 40).

4.4. Mapeamento das sequéncias dos transcritomas sn@enomas de
referéncia

Apods analise de qualidade das sequéncias, foizagmli o mapeamento nos
respectivos genomas de referéncia. Para tal osvasgem formato FastQ contendo as
sequéncias e seus respectivos escores de quatidatbase para o sequenciamento de
ambas extremidades, foram importados pasaftwareCLC Genomics Workbenc
mapeamento foi realizado pelo pareamentoedall e doread2 de cada fragmento ao
genoma de referéncia (no caso genomas das cepas Je&meculal, incluindo seus
respectivos plasmideos), o que possibilita a ofrdp tamanho da sequéncia que
separa as extremidades pareadas de cada fragmapeado. A Tabela 5 mostra que
em todos os transcritomas foi obtida uma alta pdaceem de mapeamento, variando
entre 70-90,3%. Vale lembrar que o genofdastidiosatem tamanho de ~2,8 Mpb e
que a cepa 9a5c tem 2 plasmideos (pXF51 de ~5& kb{-1.3 de ~1,3 kpb) enquanto
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que cepa Temeculal possui apenas o pXFPD1.3 d&pll Bimpsoret al, 2000; Van
Sluyset al, 2003).

O numero de sequéncias por biblioteca variou @18 milhdes (Tabela 5).
Esta variacdo reflete tanto o nimero de bibliotesquaes foram combinadas em uma
corrida de sequenciamento bem como o0 seu rendimemts todas apresentaram
cobertura plenamente satisfatdsando que a quantidade de fragmentos sequenciados
esta dentro do recomendado para analises de RNA&aggenomas bacterianos. Por
exemplo, em um estudo que explorou dados de titoreas para duas réplicas
biologicas deEscherichia coliobtidas no inicio e no final do crescimento, concljue
2 a 3 milhdes de sequéncias por amostra séo suésipara se obter e identificar genes
diferencialmente expresso®Ifl change?2) com alta significancia estatistica, no caso
de dados de duas réplicas biolégicas altamenteelatas. Tais as analises foram
realizadas com diferentes profundidades de nunesedquéncias, sugerindo, inclusive,
gue um aumento excessivo da profundidade de sequamo pode ser prejudicial
para um mapeamento acurado dos transcritos cowangia bioldgica (Haast al,
2012).

Tabela 5.Resumo do rendimento de cada biblioteca sequemciad

Meio Tamanho Distancia entre -

Cepa de Tempo TotaAI d? médio paired reads Sequencias Réplica
cultivo (dias) sequéncias (bases) (bases) mapeadas

9.687.644 173 70 a 248 7.897.614 (81,5%) 1
1 7.649.084 157 63 a 245 5.276.706 (70,0%) 2
5.899.510 160 73 a 249 5.170.546 (87,6%) 3
PIMe 8.386.060 158 73 a 251 7.219.356 (86,1%) 1
3 9.421.628 157 68 a 250 8.116.162 (86,1%) 2
L%)) 5.705.434 160 72 a 249 5.003.758 (87,7%) 3
ég 6.308.458 163 78 a 241 4.484.794 (71,1%) 1
3 13.830.460 161 74 a 241 9.995.040 (72,3%) 2
PWG 5.231.176 163 74 a 249 4.523.362 (86,5%) 3
8.608.030 168 70 a 241 7.170.120 (83,3%) 1
10 18.589.024 161 71 a 246 14.220.660 (76,5%) 2
6.029.866 161 71 a 250 5.178.372 (85,9%) 3
5.593.228 158 73 a 244 4.615.180 (82,5%) 1
1 10.209.216 152 69 a 241 8.472.134 (83,0%) 2
Z'g BIME 5.302.846 167 75 a 300 4.754.520 (89,7%) 3
8 9.916.280 156 69 a 240 8.500.780 (85,7%) 1
E 3 7.976.518 153 68 a 249 6.955.478 (87,2%) 2
5.186.310 161 74 a 248 4.560.958 (87,9%) 3
PWG 3 12.094.328 166 71a241 9.511.234 (78,6%) 1
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9.624.394 162 71 a 250 8.373.524 (87,0%) 2
5.742.484 171 75 a 300 5.152.250 (89,7%) 3
7.397.116 163 62 a 244 6.145.576 (83,1%) 1
7 7.922.810 152 67 a 248 6.698.052 (84,5%) 2
5.336.466 164 75 a 297 4.815.956 (90,3%) 3

4.5. Analise de correlacdo entre réplicas biologisae entre diferentes
transcritomas

Com o mapeamento das sequéncias de cada tramecritos genomas de
referéncia das cepas 9a5c e Temeculal foram oliglgalores de expressao baseados
na normalizacdo por FPKMFfagments per kilobase per millipr{Mortazavi et al,
2008), a qual considera o numero de sequénciasatiapem cada gene, o tamanho do
transcrito e o tamanho total do transcritoma.

Estes valores de expressdo por FPKM foram utiligagara analises de
correlacdo de Pearson entre as trés réplicas makgle cada condicdo, comparadas
duas a duas. Tal analise fornece a informacé&oaseséb reprodutiveis e poderiam ser
de fato tratadas como réplicas, e, portanto, séradas nas analises de expressao
diferencial e seus respectivos testes estatistizdeste de correlacdo de Pearson € um
teste paramétrico robusto que mede o grau de cellig@ar entre duas variaveis
quantitativas (Pearson, 1931a; Pearson, 1931b; &gri2010). Todos os valores de
correlacdo de Pearson para todas as comparac@esépiicas foram maiores que 0,9
(Tabela 6), indicando que todas as réplicas podentratadas como tal. As plotagens
entre valores de FPKM entre duas réplicas de unsmaeondicdo demonstram a alta
correlacéo entre as réplicas biolégicas (FiguraAS)plotagens combinando os outros
dois pares de réplicas de mesma condicdo confirestm alta correlagdo (dados nao

apresentados).
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Tabela 6. Valores de correlagdo de Pearson entre as réplieasma mesma condi¢cdo. Analise foi
realizada com os valores de FPKM de cada transwito

Cepa Meio 'I;(ejirgg)o Réplicas Valor de correlagéo de Pearson
le2 0,998
1 le3 0,998
2e3 0,994
PIMO le2 0,999
3 le3 0,999
|.§ 2e3 0,999
o le2 0,993
3 le3 0,970
2e3 0,958
PWG le2 0,999
10 le3 0,995
2e3 0,994
le2 0,987
1 le3 0,996
2e3 0,986
PIMe le2 0,996
= 3 le3 0,998
§ 2e3 0,998
g le2 0,992
= 3 le3 0,894
2e3 0,932
PWG
le2 0,999
7 le3 0,998
2e3 0,997
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Figura 5. Gréficos de correlacdo entre pares de réplicas da eema condi¢do
baseado nos valores de FPKM transformados em logémo na base 10(A) 9a5c¢ no
inicio da fase exponencial em PIM6; (B) 9a5c nalfida fase exponencial em PIMB6;
(C) 9a5c no inicio da fase exponencial em PWG;9@Hc no final da fase exponencial
em PWG; (E) Temeculal no inicio da fase exponemgialPIM6; (F) Temeculal no
final da fase exponencial em PIM6; (G) Temeculalimoo da fase exponencial em
PWG; (H) Temeculal no final da fase exponenciaPakG.
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Os valores de FPKM também foram usados para unisermiheatmapcom
todas as réplicas de ambas as cepas (Figura &aloes foram transformados em
logaritmo na base 10 (log10), de modo a minimizefeitos de genes com valores
muito altos de expressao génica, o que levaria a difrtuldade de visualizacdo dos
genes com baixa expressao. Trata-se de outra foenavaliar a similaridade entre as
réplicas e amostras, uma vez que elas sdo agrupadas dendrograma. O resultado
(Figura 6) mostra a separacdo dos transcritomasgjuatio grupos distintos, os quais
correspondem exatamente as diferentes cepas e meiasiltura. Entretanto, séo
observadas duas discrepancias: a terceira répbtaglra do transcritoma de 9a5c no
inicio do crescimento em PWG agrupou com seus driamsias de fase tardia e a
terceira réplica bioldgica do transcritoma da Temek no final do crescimento em
PWG agrupou com seus transcritomas de fase imogtranscritoma (Figura 6).

Com estes mesmos valores de FPKM em logl0 de wsldsanscritomas, foi
realizada uma analise para verificar quais congiggeiam mais similares entre si. Para
isso, foram obtidas médias dos valores de FPKMéaikas de uma mesma condicdo e
plotadas em unheatmapcom dendograma (Figura 7). Os transcritomas aganpae
acordo a mesma cepa e mesmo meio, com excecaosaperteanscritoma da cepa
Temeculal na fase tardia em PWG, que agrupou camsdritomas em PIM6 (Figura
7).

Em resumo, apesar das discrepancias apontadas, ammsderamos que 0s

dados obtidos séo suficientemente robustos patsesaubsequentes.
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Figura 6. Heatmap com valores de FPKM em logl0 de todas as réplicasag
condi¢cBes analisadas em ambas as cepas. colunas representam os transcritomas
indicados. As linhas representam cada gene anal{d&®4 genes). O dendrograma no
topo da figura mostra o agrupamento dos transcasor® grafico na parte superior
direita da figura representa uma gradacao de d@®sando-se nos valores de FPKM,
sendo que na escala quanto mais préximo do vernmeHtor a expressao e, quanto
mais proximo do branco maior a expressdo. Pararac@@ da imagem foi usada a
funcadoheatmap.2lo pacotaplotsutilizando a plataformR.
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Figura 7. Heatmap com as meédias dos valores de FPKM em log1l0 de todas
réplicas para cada condicao analisada em ambas aspas.As colunas representam
os transcritomas indicados. As linhas representzaa gene analisado (1584 genes). O
dendrograma no topo da figura mostra o agrupanaogaranscritomas. O gréafico na
parte superior direita da figura representa umalag@o de cores baseando-se nos
valores médios de FPKM, sendo que na escala quaate proximo do vermelho
menor a expressao e, quanto mais proximo do braagor a expressao. Para a geragédo
da imagem foi usada a funceatmap.alo pacotgplotsutilizando a plataformg.
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4.6. Identificacédo de regides nao-traduzidasJTRs) e operons

Dentre as muitas vantagens da analise de exprgésdaca por RNA-Seq em
comparacdo com 0sS microarranjos, esta a possildidie definir as coordenadas de
inicio de transcricdo dos genes e também de desceewdistribuicdo de genes em
operons, e, portanto, sendo uma forma de validegtiges da anotacdo de genomas.
Considerando que sequéncias dos transcritomaseapaesm boa qualidade e alta
correlacdo entre réplicas, elas foram utilizadas padefinicdo de regides 5’ e 3’ néo-
traduzidas (5’UTR e 3'UTR) e para identificacdoogerons preditos nestes genomas.

Para isso foi realizado um mapeamento utilizandargsivos FastQ de todos os
transcritomas de uma mesma cepa utilizandoftwareRockhopperdTjaden, 2015).
Para esta analise, todas as sequéncias dos tramsside uma mesma cepa foram
reunidas e, portanto, o numero de sequéncias addz na andlise aumentou
extraordinariamente. Esta juncdo de transcritomadiup do pressuposto que as
coordenadas do inicio e final da transcricdo naemevariar entre transcritomas de
modo importante em bactérias.

A analise com as sequéncias dos transcritomas pia @a5c revelou 1142
5'UTRs (41,3% dos genes analisados) e 1281 3'UHABS3% dos genes analisados).
Enquanto isso, a analise com as sequéncias daTespaculal definiu 800 5’UTRs
(38,3%) e 972 3'UTRs (46,5%). A analise também fealizada mapeando as
sequéncias no plasmideo de 9a5c, o pXF51, senddvpbdefinir 33 5’UTRs (51,6%
dos genes analisados) e 30 3'UTRs (46,9% dos ganedisados). As UTRs
encontradas definem, portanto, as coordenadaside i final da transcricdo destes
genes com base em dados de RNA-Seq. As tabelasrmiihres S1 e S2 descrevem as
coordenadas destas regides UTRs encontradas peepass 9a5¢ (genoma e plasmideo
pXF51) e Temeculal, respectivamente. Este tipo efeiltado podera ser melhor
explorado quando for integrada com a anotacao ke wa destes dois genomas.

Com esta analise néo foi possivel definir os limitee tamanho de todos os
transcritos dos genes de ambas as cepas. Provate)rgenes com baixa expressao e,
portanto, menor abundancia de transcritos, tiversmas definicbes de UTRS

inviabilizadas ou dificultadas. Este problema talveeja resolvido com novos
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sequenciamentos das mesmas bibliotecas, aumen&inda mais a cobertura do
genoma, ou mesmo sequenciar novas réplicas dasanesmdicdes.

Além da analise de UTRs, o messuiftwarefoi usado para descrever quantos e
quais operons poderiam ser definidos com base rmmepca de transcritos
policistronicos. Novamente foram usadas todas @séseias dos transcritomas de cada
cepa. O numero de operons encontrados foi de 58B6epara as cepas 9a5c e
Temeculal, respectivamente (Tabela 7). Dentre esap encontrados, a maioria deles
foi predita com apenas dois genes, embora tambeéhane sido encontrados operons
com mais de 10 genes (Tabela 7).

A predicao a partir de dados de RNA-Seq foi comge@m o banco de dados
DOOFR (Database of prOkaryotic OpeRons, version) ZMamet al, 2007; Macet al,
2009). Este banco contém mais de 1,3 milhdes deowopereditos em mais de 2000
genomas procaridticos. Trata-se de uma predicdo putational baseada em
caracteristicas gendmicas que incluem distanagagénica, conservacao da vizinhanca,
distancia filogenética, informacdo de pequenos vostide DNA, similaridade entre
termos GO Gene Ontologyde pares de genes e razdo de comprimento enmge ga
genes. Como pode ser observado na Tabela 7, asdgukes de operons sado similares,
embora apresente algumas discrepancias em relagtoitura de operons de ambas as
predicbes. Outros genomas @& fastidiosa presentes no DOCR mostraram
quantidades proximas do numero de operons observawio Temeculal. Todos os
genomas sao de cepas norte-americanas, com 40% 439 operons para as cepas
M12, M23 e GB514, respectivamente (Tabela 7). Conaiimero de operons em 9a5c
pode ser justificado por apresentar um genoma ndaigue as outras cepas citadas.

A predicédo de operons também foi realizada mapeasdequéncias obtidas por
RNA-Seq na sequéncia do plasmideo de 9a5c, o pXfesam encontrados 14 operons,
sendo que novamente a maioria apresentou apenageloes, o que foi similar ao
predito pelo banco de dados DOOR (Tabela 7).

No unico estudo de RNA-Seq com cepasXgtella fastidiosauma analise de
estruturas de operons também foi realizada. Foemuesnciados transcritomas da cepa
Temeculal cultivada em meio PD2, sem ou com supieg@o de calcio (Parket al,
2016). Também foi utilizado software Rockhooper®, qual identificou 389 operons,
guantidade muito proxima dos 386 operons encordradoi para a cepa Teml, com
conteudo de 2 a 15 genes em ambos o0s estudogaBtdrenem todos os operons foram

encontrados exatamente iguais em ambas as an&e®dy vistos 320 operons em
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comum. Portanto, 66 operons foram encontrados sememanalise do presente estudo,
enquanto que 69 somente na analise de Parkertocadmres. Sabe-se que a regulagéo
da transcricdo de operons pode variar com a camdledcultivo e com determinado
estimulo ou sinal (no caso, diferentes meios eesughtacdo nutricional). A maioria
dos operons “exclusivos” das duas andlises cornelgpas mesmas regides, porém com
diferencas no conteudo de genes presentes nospaliti ou seja, foram vistos genes a
mais ou a menos em determinado transcrito em umdigdd em comparagdo com a
outra. Trata-se de uma comprovacdo em larga estmleegulacdo diferencial da
transcricdo de mRNAs policistrénicos, sugerindoresenca de regiées promotoras,
TSSs e regides de término da transcricdo alteostiv

Apesar dos dados de RNAseq gerados no presenéhivaierem sido obtidos a
partir do sequenciamento de bibliotecas de cDNA isdonmacéo de orientacdo de fita,
todos os operons preditos nas duas cepas contées gedximos e com a mesma
orientagcédo, conforme checado por verificagcdo masatabelas suplementares S3 e S4
apresentam a descricdo de todos os operons erdmsiram a predicao por RNA-Seq

das cepas 9a5c e Temeculal, respectivamente.

Tabela 7.Predicdo de estruturas de operons de cepAsfdstidiosa utilizando osoftwareRockhopper2
e 0 bando de dados DO®Rs colunas indicam o nimero de genes no operon.
Numero de genes por operon

2 3 4 5 6 7 8 9 =10
Cepa Método  Total
RNA-Seq 545 3818 111 57 23 11
vasc DOOR 546 323 117 60 22 6 4 3
9a5c RNA-Seq 14 7 1 2 1 1 0
pXF51 DOOR 13 7 1 3 0 1 1 0
] RNA-Seq 386 209 89 45 20 9 4 2 2 6
emeculal — orR 400 233 84 42 22 4 2 1 5
M12 DOOR 409 243 89 33 21 9 5 3 1 5
M23 DOOR 420 238 8 46 19 13 7 3 1 5
pla'\gi?deo DOOR 9 5 > 0 0 o 1 o0 o0 1
GB514 DOOR 426 263 80 43 17 13 5 1 1 3
GB514 DOOR 11 7 3 o0 1 O 0 0 0 0

plasmideo
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4.7. Andlise dos transcritomas baseada nos valorde FPKM

4.7.1. Panorama da expresséao génica das cepaSc9e Temeculal

Inicialmente foram utilizados os valores de FPKlskg as comparacdes de
expressao génica dentro do mesmo transcritoma,vemague nao € adequado usa-los
para comparar abundancia de transcritos entrectieomaas distintos.

As listas de genes e seus respectivos valoregmtessdo em FPKM, para cada
transcritoma (dados ndo apresentados), foram aldereos genes entao divididos em
quatro categorias, sendo que a categoria maisseszla foi de genes com FPKM
entre 100 e 0. Isso mostra que apesar de terenobgiyvados valores muito altos de
FPKM, a maioria dos genes (41,7-79,8%) apreserdgaes baixa expressao, em todos
os transcritomas analisados (Tabela 8).

Foi possivel observar genes com valores de exmprégsal a zero em todos os
transcritomas (6,3 — 9,6%). Dentre estes, esta@radg maioria dos genes de tRNAs
pois estes transcritos sdo perdidos durante o ¢iroeeto de preparagdo das
bibliotecas. Os tRNAs detectados possuem valorédPH#eVl baixos. Em resumo, estas
observacdes confrmam a completa auséncia de comagio com DNA nas
preparacOes de RNA total que foram utilizadas né& (.

Transcritos de rRNAs foram detectados em poucosdraomas, mas também
com baixissima expresséo (ex: rRNA 23S com FPKM)d® em duas réplicas de
Temeculal PWG_7d). Um dos parametros utilizadosmapeamento foi que o
fragmento sequenciado somente seria contado cageass®e exclusivamente em um
anico local do genoma. Caso o fragmento fosse ndapem dois ou mais locais no
genoma, ele ndo seria contado e seria conside@mmapeado. Isto evitaria qualquer
mapeamento espurio em locais de genes paralogagidies repetidas, ambos eventos
possiveis nos genomas de fastidiosa.Uma vez que os genomas dessa bactéria
possuem doiglustersde genes de rRNAs, pouquissimos fragmentos foxamtados
nessa estratégia de mapeamento. Isso nédo quer glizela deplecdo dos rRNAs
funcionou completamente, uma vez que poderiamasnéae fragmentos para rRNAs
no conjunto dos ndo-mapeados. Porém devido as @iaentagens de genes com
FPKM acima de zero, em todas as condic¢oes test@dals- 93,7%) (Tabela 8), pode-se

evidenciar que a deplecao foi satisfatoria, levaadoenriquecimento da fracdo de
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MRNAs. Além disso, esta alta porcentagem de gexge£s0s mostra que no genoma
de X. fastidiosaa grande maioria de seus genes esta ativa, masmengniveis basais.

Dentre 0os genes com expressao igual a zero estémpptmente aqueles com
funcdo hipotética ou provenientes de regides déagos. Este dado sugere que estes
genes sejam parte de regides remanescentes deifagogletos e inativos, ou que a
condicéo de cultivo ndo tenha estimulado sua eg@cesApesar da maioria dos genes
relacionados a fagos estarem silenciados, alguas dpresentaram valores positivos de
expressao por FPKM.

Dentre os demais genes que ndo estdo aparentemgmssos em todos o0s
transcritomas de ambas as cepas nas condi¢coesigades estdo genes codificadores
de umaDNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyaseyma permease de um sistema de
transporte do tipo ABC e do fator de traducdo EF-Wa cepa 9a5c, ainda foi
encontrado silenciado um gene da DNA primase, para hidrolase dependente de
metal e para uma proteina componente do sistersaalecdo do tipo IV (VirD4). Na
cepa Temeculal, trés dos quatro genes codificadiarésxinaZonula occludengZot)
nao estdo expressos. Contudo, a auséncia de éxpaEsstes genes citados pode refletir
artefatos gerados pela estratégia de analise, xelai enapeamentos que nao sao
anicos, sendo que estes genes podem estar duglicedgenoma de&. fastidiosa
Verificagcfes manuais serdo necessarias para igaesistes casos pontuais.

As cepas 9a5c e Temeculal também possuem plasmedeaeus genomas
(Simpsonet al, 2000; Marquegt al, 2001; Van Sluy®t al, 2003) e, dessa forma, as
sequéncias obtidas nos transcritomas também forapeadas em suas respectivas
sequéncias. Para os pequenos plasmideos de ambapas o pXF1.3, ndo foi
detectada expressao de seus genes em nenhumaioondic

Em relacéo ao plasmideo pXF51 da cepa 9a5c (Maejuads2001), na maioria
dos transcritomas todos o0s 69 genes preditos egfessos. As Unicas excec¢des foram
duas réplicas de transcritomas de células cresadasPIM6 no inicio da fase
exponencial, nos quais um gene que codifica umizim hipotética teve valor zero de
FPKM (pXF51_00066). Todos 0s genes expressos mastraltos valores de expressao
em ambos os meios de cultivo, concentrando-se aiggarias “acima de 10.000” e
“entre 10.000 e 1.000” (Tabela 9). Esta alta exgiregpode ser reflexo do plasmideo

estar, eventualmente, presente em mais de uma cépia
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Tabela 8.Numero de genes contabilizados por faixa de valdeeFPKM e porcentagem de genes expressos enraaseritoma das cepas 9a5c¢ e Temeculal
Meiode  Tempo Total de Entre 10.000 e  Entre 1.000 e Genes .
X : >10.

Cepa cultivo (dias) genes* 10.000 1.000 100 Entre 100 € 0 Zerd expressos (%) Replica
2581 8 69 842 1460 202 92,2 1
1 2581 7 44 688 1634 208 91,9 2
2581 6 97 1152 1153 173 93,3 3

PIM6
2581 4 45 1161 1185 186 92,8 1
3 2581 4 44 1212 1139 182 92,9 2
2581 6 47 1201 1164 163 93,7 3

9a5c

2581 9 83 807 1465 217 91,6 1
3 2581 6 109 868 1416 182 92,9 2
2581 7 84 1088 1223 179 93,1 3

PWG
2581 4 43 800 1547 187 92,8 1
10 2581 6 61 775 1569 170 93,4 2
2581 6 80 1039 1274 182 92,9 3
2420 9 112 778 1289 232 90,4 1
1 2420 7 81 775 1352 205 91,5 2
2420 7 119 1085 1009 200 91,7 3

PIM6
2420 2 64 999 1160 195 91,9 1
3 2420 2 88 1083 1053 194 92,0 2
2420 4 74 1020 1112 210 91,3 3

Temeculal

2420 8 107 805 1289 211 91,3 1
3 2420 7 111 1014 1082 206 91,5 2
2420 6 125 999 1088 202 91,7 3

PWG
2420 2 70 666 1464 218 91,0 1
7 2420 2 12 248 1932 226 90,7 2
2420 6 97 929 1180 208 91,4 3

*total de genes analisado, subtraindo-se os geneRNAs e tRNAs?genes com valor zero de FPKM, subtraindo-se ossgg@eRNAs e tRNAS.
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Tabela 9. Nimero de genes do plasmideo pXF51 contabilizamwsfaixa de valores de FPKM e
porcentagem de genes expressos em cada transcdéocegpa 9a5c.

Meio de | Tempo Total de Entre  Entre Entre Genes
cultivo (dias) enes >10.000 10.000 1.000 100 e 0 Zero expressos Réplica
9 e 1.000 e 100 (%)
69 23 44 1 0 1 98,5 1
1 69 29 38 2 0 0 100 2
69 29 38 1 0 1 98,5 3
PIM6
69 23 44 2 0 0 100 1
3 69 22 45 1 1 0 100 2
69 20 47 2 0 0 100 3
69 25 42 2 0 0 100 1
3 69 25 41 2 1 0 100 2
69 24 43 1 1 0 100 3
PWG
69 24 41 4 0 0 100 1
10 69 24 41 4 0 0 100 2
69 28 39 1 1 0 100 3

4.7.2. Descricao dos genes mais expressos

A partir das listas de genes e seus respectivaweglde expressao génica
normalizados por FPKM foram destacados os dez gera@s expressos em todas as
condicdes e réplicas das cepas 9a5c (Tabela 1&neculal (Tabela 11).

Em todos os transcritomas o gene que apresentoaiar malor de FPKM
codifica 0 ncRNA que é componente Bacterial RNase P class. RNase Pé uma
ribonucleoproteina envolvida principalmente no pesamento da extremidade 5 de
tRNAs, mas que também atua em outras moléculas\de Rla é encontrada em todos
os dominios da vida, sendo considerada ribonuakeipahousekeeping que justifica
os altos valores de expressdo do ncRNA observagogodos os transcritomas e
condi¢des analisadas. Além do ncRNA de 350-400ewoticdleos, a RNaseP é composta
uma subunidade proteica de aproximadamente 14 ERanget al, 2006; Altman,
2011; Mondragon, 2013), sendo que o ncRNA atua camparte catalitica desta
ribozima (Guerrier-Takadat al, 1983; Reiteret al, 2010; Masquida e Westhof, 2011;
Mondragon, 2013). Altos niveis de expressdo desRNA também foram verificados
em um estudo com o fitopatégedanthomonas campestratingindo valores préximos
de um milh&o de sequéncias mapeadas para esterit@aiisiu et al, 2013), de modo

semelhante ao que verificamos nos transcritomas thestidiosa
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Outro ncRNA também foi esta entre os transcritos mbundantes em todos os
transcritomas € o RNA 6S. Ele foi observado nangiras dez primeiras posi¢cées dos
rankingsem 19 dos 24 transcritomas analisados, enquaeto@gidemais é encontrado
entre os 15 genes mais expressos. O RNA 6S deskepen papel regulador na
transcricdo pela interacdo com a RNA polimerasaiigacs’® em resposta & mudanca
da fase exponencial de crescimento para a fasa@wsda (Wassarman e Storz, 2000).
Além disso, 0 6S mostrou-se essencial para a sgbBreva celular durante a fase
estacionaria (Trotochaud e Wassarman, 2004). Medurante a fase estacionaria
tardia, na qual a maioria das moléculas de RNAnpiases'® estd complexada com o
RNA 6S, nem todos o0s promotores por ela reconhsci@stdo inibidos.
Consequentemente a ligacdo do RNA 6S a RNA poliseerd, a expressdo de genes
regulados pela RNA polimerasé; importante durante a fase estacionaria e conslicde
de stress, é aumentada (Wassarman, 2007). Intetessmte, 0 RNA 6S esta entre os
mais expressos nos transcritomas de todas asagple 9a5¢ e Temeculal extraidas
préximas da fase estacionaria, tanto em meio PB/digs para ambas) como em meio
PWG (10 dias para 9a5c e 7 dias para TemeculadplRPm lado, para ambas as cepas,
0 6S parece ligeiramente menos abundante nos fitansgs de amostras extraidas de
PWG no inicio da fase exponencial. Observamos cam plgumas réplicas do
crescimento em PIM6 em sua fase exponencial inioiaS é encontrado em altos
niveis. Isto pode ser devido ao fato de que o m@iomo constituiria uma situacéao de
estresse nutricional, o que poderia estimular aessgo deste ncRNA para inibir a
expressdo de genes regulados pefbe, consequentemente, liberar a expressdo de
genes de resposta a estresses ou de fase estacigndastidiosapossui trés fatores
sigma alternativos;®, 6F e 6°*, sendo que os dois primeiros relacionados a respos
estresses (Koidet al, 2006; da Silva Netet al, 2007; da Silva Netet al, 2008).

Diversos trabalhos de andlise de transcritomas rpeio de RNA-Seq ja
reportaram a presenca destes dois ncCRNAs (RNAséB).eem algumas condi¢bes
sendo altamente expressos, em diversas espéciesidiaas tais comeéielicobacter
pylori (Sharma et al., 2010Y/ibrio splendidugToffano-Nioche et al., 2012) ersinia
pestis(Yan et al., 2013)Neisseria gonorrhoea@vicClure et al., 2014) Eseudomonas
aeruginosa(Dotschet al, 2012; Wurtzelet al, 2012). Além disso, essas moléculas
também foram encontradas em transcritomas de fiigpaos comaPseudomonas
syringae (Filiatrault et al., 2010)Xanthomonas oryzapatovaroryzae (Liang et al,

2011) ePectobacterium atrosepticu(dwendaet al, 2016).
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Outro destaque entre 0s dez genes mais express2hdranscritomas
analisados s&o os genes de diversas bacterioBleate elas estdo as trés colicinas V
descritas no genoma dé fastidiosa(XF0262, XF0263 e XF0264) (Simpsat al,
2000; Pashalidist al, 2005) e novas microcinas, previamente anotada® qooteinas
hipotéticas, para quais ha evidencia de funcageeegdo enX. fastidiosa(Rodrigo R.
Duarte e Aline M. da Silva, dados n&o publicad&n conjunto, as observacdes
indicam que, mesmo em um crescimemovitro, estas cepas ainda continuam a
produzir toxinas que supostamente tem papel deatanta populacdo bacteriana no
xilema (Pashalidiet al, 2005; Koideet al, 2006; Zainiet al, 2008; Fogacat al,
2010).

Observamos entre os genes com maiores valores K& R® que codifica a
proteina Ax21, primeiramente descrita efanthomonas oryzaev. oryzae Nesta
bactéria, foi sugerido que Ax21 esta relacionadpeaepcdo de quoérum e com a
regulacdo da expressdo de genes ligados a modlidaculéncia e formacao de
biofilme. A proteina estaria diretamente interagirmm o sistema Rax, 0 qual seria
responsavel por sulfatar Ax21 e formar um porovésalas duas membranas por onde a
proteina seria lancada ao meio extracelular. Outrateinas deste mesmo sistema
teriam a funcdo de sensor e de regulador de respesacordo com as alteracdes de
concentracdo de Ax21. Além disso, esta proteinia sesponsavel pela ativacdo da
resposta imune inata de seu hospedeiro vegetalyamaque interagiria com o receptor
Xa2l em arroz (Haet al, 2011). Entretanto, ndo ha interacdo comprovadAx@d
com o sistema Rax o que indica que ela ndo selfatesila (Bahaet al, 2014). Além
disso, esses autores sugerem que Ax21 ndo seusiveif e secretada para o meio
extracelular, mas sim transportada para o periggseho sistema Sec e localizada na
membrana externa. Ela somente seria secretadaésitdes vesiculas de membrana
externa (Bahaet al, 2014). Ax21 foi renomeada como OmplX, sendo cowbda
como uma de membrana externa, mais especificansemtepo Unico de porina com
dominio estrutural de barfi; possuindo diversos papéis exn oryzae incluindo
motilidade e formacédo de biofiime (Paek al, 2014). A verificagdo de que o gene
ortélogo de Omp1lX /Ax21 tem alta expresséao Xnfastidiosao torna um candidato
interessante para futuros estudos.

A lista de transcritos mais abundantes inclui aiasl@haperonasroL e GroES
e tambémHfg, que é uma chaperona de RNA. Estes transcrito$icaod proteinas

reconhecidamente abundantes nas células de um gevdh mas sua presenca pode
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indicar que estas condi¢des de culiivoritro sdo estressantes patafastidiosa Além
disso, transcritos de bacterioferritina e peroxisda também estdo entre os mais
abundantes, reforcando esta hipétese. Genes d@gra®tde choque frio e os fatoed§

e o2 (RpoH) também apresentaram alta expressdo. Oweves encontrados
abundantemente expressos codificam proteinas [daraspcomo FimA, proteinas de
membrana com@®mpW peptidases e proteases como Clp, entre outrdzel@®10 e
11). Interessantemente, os genes com funcdo higsot&F9a_ 01460, XF9a_ 01737,
XF9a 01177/XFTem_00614 também aparecem altamenieessos em varios dos
transcritomas e, portanto, sdo bons candidatos fp&weos estudos posteriores para
caracterizagao de suas respectivas fungoes.

Quanto aos genes do plasmideo pXF51 de 9a5c, alnsesvque em todos os
transcritomas analisados e em todas as condig@ieas, o transcrito mais abundante
codifica para umaphage-related protein(pXF51 _00036) (Tabela S5). Buscas em
bancos de dados, mostraram que essa proteinaitaiiaridade com a toxinRelE a
qual faz parte de um sistema de toxina/antitoxieamnutencdo de plasmideos na
célula (Leeet al, 2014). EmX. fastidiosa o sistema DinJ/RelE codificado no
cromossomo da cepa Temeculal controla a proliferaca populacdo bacteriana na
colonizagcdo da planta, e o nocaute deste sistermaltaeem um fenotipo de
hiperviruléncia (Burbank e Stenger, 2017).
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Tabela 10Lista dos dez genes mais expressos nos transaestdencepa 9a5c, baseando-se em valores de FPKM.
Meio de  Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cultivo (dias)
Colicina V Ax21 Colicina V prepilin- Hipotética Conserved
RN P . .
aseP  wro263) (xF1803) (xFozea)  O™PW  yoedomain  (1460) Grol Omp protein
ColicinaV  Hipotética Colicina V Ax21 Cold shock
RNase P 6S RNA Omp W GroL o] _
1 €T (XF0263)  (1460) mp (XF0264)  (XF1803) o mp proteins
ColicinaV  Hipotética Ax21 ColicinaV  prepilin-type .
- RNaseP  OmpW  ro2s3)  (1460)  (XF1803) GroL  xFo264)  domain 6S RNA FimA
ColicinaV  Hipotética Hipotética prepilin- Cold shock Ax21 Bacteriocina
RNaseP  6SRNA  yrooe3)  (1737) (1460)  type domain proteins  (XF1803) OmpW - xF1217)
3 RNase P Colicina V 6S RNA Hipotética Prepllln-_type Hipotética Cold shock Bacteriocina Bac@no- Ax21
(XF0263) (A737) domain (1460) proteins (XF1217) ferritina (XF1803)
Hipotética ColicinaV  Prepilin-type Hipotética Ax21 Cold shock Bacteriocina
RN P 6S RNA . OmpwW .
ase (1737)  (XF0263)  domain (1460) mp (XF1803) proteins  (XF1217)
RNase P ColicinaV  Colicina V Ax21 Hipotética Hipotética OmpW Bacteriocina  Bacterio- Bacteriocina
(XF0264)  (XF0263)  (XF1803) (1737) (1460) P (XF1217) ferritin (XF1218)
RNase P Colicina V Ax21 ColicinaV  Cold shock Hipotética  Peptidase Bacteriocina 6S RNA Bacteriocina
3 (XF0264)  (XF1803)  (XF0263) Proteins (1460) (XFO531)  (XF1217) (XF1218)
RNase P Omp W Colicina V Ax21 Hipotética Hipotética  Hipotética  Colicina V prScTrior Bacteriocina
PWG (XF0263)  (XF1803) (1737) (1177) (1460) (XF0264) (XF1024) (XF1217)
Colicina V Hipotética Colina Vv Bacterio-  Molecular Ax21 Hipotética
RNaseP  vrooe3) OO RNA1737)  (xFo264)  femitna  chaperone  (xFiso3) O W (1460)
ColicinaV  Cold shock Bacteriocina ColicinaV  Hipotética Bacterio- Hipotética  Bacteriocina
10 RNase P 6S RNA . .
(XF0263) proteins (XF1217) (XF0264) (A737) ferritina (1460) (XF1307_2
Colicina V Ax21 Hipotética  Colicina V Bacterio- Bacteriocina  Hipotética
RN P 6S RNA O W .
ase (XF0263) mp (XF1803) (1737)  (XF0264) feritina (XF1306) (1177)
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Tabela 11.Lista dos dez genes mais expressos nos transastdencepa Temeculal, baseando-se em valores dé. FPK
Meiode —Tempo 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10
cultivo (dias)
Ax21 Prepilin- Cold shock Colicina V I Proteina
RNase P (PD1063) Omp W type domain  Proteins 6S RNA (PD0216) Bacteriocina GroL ribossomal
Ax21 Molecular prepilin-type  Cold shock  Colicina V
1
RNase P 65 RNA Omp W (PD1063) GroES chaperone Grol domain proteins (PD0216)
Ax21 Prepilin-type Colicina V . Cold shock Hipotética
RNase P ppjoegy OSRNA - OmpW domain (PD0216) FimA proteins Omp (614)
Omp - RNA .
Col Vv Cl t Molecul P -
PIM6 RNase P 6S RNA OmpW precursor Omp (I(DDI;Z;Q?S) suréni)rr](i)t ?Sg’ ch(;ezlrjo?qre chaperone ;;?(Tr:r:
(PD0312) P P Hfq
Colicina V Membrane RNA Clp protease Molecular Omp
3 RNase P 6S RNA OmpW . pp . ' Oomp precursor
(PD0215) protein chaperone Hfq subunit ClpP chaperone
(PD0312)
Competen- Colicina V Proteina de RNA Hipotética Cold shock Omp
RNase P 6S RNA P . Omp W P . precursor
ce protein  (PD0215) membrana  chaperone Hfq (614) proteins
(PD0312)
RNase P omp W Colicina V Ax21 Cold shock Bacteriocina Bacteriocina Colicina V Bacteriocina Bacteriocina
P (PD0216) (PD1063) Proteins (PD0497) (PD0217) (PD0556)
Omp . S L .
Ax21 Colicina V Hipotética Bacteriocina Cold shock Proteina de
3 RNase P Omp W phjogg)  PrECUrsOr — phos1g) (614) (PD0497) proteins membrana 0> "NA
(PD0312)
S . . Oomp
RNase P omp W Hipotética Ax21 FimA Bacteriocina Colicina V reCUrsor Cold shock  Competence
PWG P (614) (PD1063) (PD0497) (PD0216) b proteins protein
(PD0312)
RNase P ColicinaV  Molecular 6S RNA Colicina V Fator sigma Proteinade Clp protease,  Bacterio- Proteina
(PD0216) chaperone (PD0217) RpoH membrana  subunit ClpP ferritina ribossomal
Molecular Fator sigma  Bacterio- Clp protease, Peroxire- DNA-binding Fator Sigma
7
RNase P 65 RNA chaperone RpoH ferritina subunit ClpP doxina GroEsS protein H-NS 70
Colicina V Colicina Ax21 Hipotética L Bacteriocina  Cold shock
RN P Omp W 6S RNA Bact .
a€ " (PD0216) mp (PD0217)  (PD1063) (614) actenocina = pnoag7) proteins
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4.7.3. Analise de rotas metabdlicas expressas

Os rankings de genes gerados a partir de dados de expressdoa,gén
normalizados por FPKM, também foram usados paraamalise global de quais rotas
metabolicas estariam ativas nas condi¢cOes utilszama presente trabalho. Para esta
analise foi utilizado software MinPathMinimal set of PathwayqYe e Doak, 2009),

o qual utiliza um método de parcimbnia para recagdb de rotas biolégicas a partir de
predicdes de familias proteicas. Desta forma, é®lbima estimativa mais conservativa
e confiavel das rotas biologicas de um grupo desladpecifico.

Foram analisados todos os transcritomas das cegfas €@ Temeculal, sendo
considerados efetivamente expressos 0s genes mgseafaram valores de expressao de
FPKM maiores que 10. Os resultados foram obtidos @motacéo de que “1” significa
presenca da rota naquele transcritoma e “0” sgndiuséncia da mesma (Tabela S6).

Analisando os dados com mais detalhes, pode-sevabse presenca de rotas
essenciais para crescimento e proliferacdo. Destas, rotas do metabolismo
energético, como glicolise/gliconeogénese, cicladdo tricarboxilico (TCA), via das
pentoses-fosfato e glioxilato, fosforilagdo oxidati metabolismo de piruvato e
ubiquinona, entre outras. O metabolismo de outaoBoidratos também foi observado
como amido, sacarose, frutose e manose, emboréenha sido encontrada a rota de
metabolismo de galactose.

Todas as rotas de manutencdo e transmissdo danag@o genética como
replicacdo do DNA, transcri¢do, tradugéo, sintesardinoacil-tRNAs estdo presentes
em todos os transcritomas. Além disso, os sistataagparo do DNA por excisdo de
bases ou nucleotideos e poismatchtambém estdo presentes, assim como a rota de
recombinacdo homodloga. O metabolismo de purinasirieniginas também foi
encontrado em ambas as cepas. Porém a, rota deolisted de nucleotideos de aglcar
para sintese de precursores de gliconjugadosaesthte.

As rotas de exportacdo de proteinas e dos sistdenascrecdo do tipo Il e IV
estdo ativas em todos os transcritomas. Outras mbeatransporte também foram
observadas como transportadores ABC, sistema de amhponentes e sistema de
fosfotransferase de acucar (PTS).

Rotas relacionadas a sintese de membranas e gatald® como o metabolismo

de glicerofosfolipideos, biossintese de peptideagio e lipopolissacarideo (LPS),
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também estdo ativas. Por outro lado, as rotasa$sibtese de acidos graxos, saturados
e insaturados, e esteroides também estdo ativasduwss cepas. Ja as rotas de
metabolismo de acidos graxos e glicerolipideosogstésentes em 9a5c mas ausentes
em Temeculal.

Diversas vitaminas e coenzimas como tiamina, révafla, vitamina B6, biotina,
porfirinas, acido lipbico, nicotinato e nicotinarajcpantotenato e co-enzima A também
tiveram suas rotas representadas nos transcritoErasetanto o metabolismo de
ascorbato (vitamina C) néo foi encontrado em Teilaé¢cgomente em 9a5c, e a rota de
metabolismo de inositol ndo foi encontrado em nerdhdelas.

Interessantemente, rotas para a biossintese d@dénts e poliquetideos foram
encontradas ativas como as de vancomicina, ansanigtraciclina e estreptomicina.
N&o foram encontradas as rotas para biossintegeewieilina cefalosporinas e de
resisténcia a beta-lactamicos.

Finalmente, as rotas de metabolismo de nitrog@mrofre, glutationa e grupos
amino atraveés do ciclo da uréia foram encontratiéssa Entretanto, nem todas as rotas
de biossintese e metabolismo de aminoacidos est&&denies nos transcritomas. As
rotas para metabolismo de alanina, aspartatongliserina, treonina, arginina, prolina,
histidina, fenilalanina e metionina estdo ativasrél, as rotas de metabolismo de
glutamato, cisteina, tirosina, glutamina e glutamatleno e cianoaminoéacidos, estao
inativas. Para os aminoacidos lisina, valina, leau@ isoleucina somente estao ativas as
rotas de biossintese, ao contrario de suas rotadededacdo. O metabolismo de
triptofano foi encontrado ativo somente nas duamgiras réplicas dos transcritomas do
inicio da fase exponencial em PIM6 e PWG e na stmueplica do final do
crescimento em PWG, todos na cepa 9a5c. Nos otranscritomas, esta rota esta
inativa. Coincidentemente, a rota de metabolismand¢éano foi encontrada inativa
nestes mesmos transcritomas acima mencionadosn @biréa nos demais. Ainda nao é
possivel especular qualquer relagdo entre estes elkms observacdes. A provavel
inatividade de rotas de sintese de alguns aminositaédvez seja uma justificativa para
esta bactéria ter crescimento lento e dependenseimlamentacdo destes aminoacidos
no meio de cultivo.

Em resumo, os transcritomas das cepas 9a5c e Ukrhemostraram poucas
divergéncias em relacdo as suas rotas metabolicess & mostraram que as rotas

essenciais para seu crescimento e sobrevivénéia gsentes.
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4.8. Analises de expressao génica diferencial

4.8.1. Comparacdes entre os transcritomas

ApoOs a descricdo dos genes mais expressos em umoniesiscritoma baseada
em valores de FPKM, foram realizadas comparacdis ealores de expressdo de um
mesmo gene entre transcritomas distintos. Parotalsado o pacotBESeqZLove et
al., 2014), o qual exige como dados de entnalares de contagem brutos de quantas
sequéncias foram mapeadas para determinado gem& fd@&omendado utilizar valores
de expressédo ja normalizados por FPKM, uma veaigelinedo pacote realiza uma
normalizagéo interna. A obtencéo das listas deggeom contagem bruta também foi
realizada pelo mapeamento das sequéncias no sefdl& Genomics Workbench

As analises comparativas foram realizadas emniré&ss: 1) comparacdes entre
transcritomas da mesma cepa e mesmo meio, emdasgescimento diferentes, como
por exemplo, entre os transcritomas da cepa 9&scida em PIM6 no inicio e no final
da fase exponencial; 2) comparacdes entre trams@ag da mesma cepa, em meios
diferentes, mas em fases de crescimento equivalenteno por exemplo, entre o
transcritoma de 9a5c no inicio da fase exponemtialPIM6 com o transcritoma de
9a5c no inicio da fase exponencial em PWG; 3) coagdas entre transcritomas de
cepas diferentes, porém em mesmo meio e fase deimento, como por exemplo,
entre o transcritoma de 9a5c e o transcritoma aeetelal ambas no inicio da fase
exponencial em PIM6. Os parametros utilizados paoasiderar um gene como
significativamente diferencialmente expresso foram valor dep, ajustado pela
correcdo FDR Kalse Discovery Raje(Benjamini e Hochberg, 1995), menor do que
0,05 e um valor de razao de express$all Changg maior que 2. A Tabela 12 apresenta
um resumo de quantos genes foram encontrados deesses parametros em cada
comparagao.

Como uma forma grafica de mostrar uma visdo geaaligpersdo de todos os
genes em cada transcritoma, o padoESeq2(Love et al, 2014) também realiza
plotagens, tendo os valores de expressdo média tewlis as condigdes analisadas no
eixo das abscissas e 0s seus respectivos valoregz8@e de expressdo no eixo das
ordenadas (Figura 8). Estes graficos apresentampemios vermelhos 0s genes
considerados diferencialmente expressos de acordoos parametros acima citados e,

em cinza, 0s genes cuja expressao nao variou.
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Tabela 12.Resumo do nimero de genes diferencialmente exjaréss0,05fold change2) em todas as

comparacdes.
Niveis de Total de Condicao 1 Condicao 2 Genes DE* Genesup-
comparacdo | genes (cl) (c2) (p<0,05;FC>2,0) regulated (c1/c2)
2639 9a5c_PIM6_1d  9a5c_PIM6_3d 83 (3,1%) 79/4
2639 9a5c_ PWG_3d 9a5c_PWG_10d 0 0
! 2476 Tem_PIM6_1d  Tem_PIM6_3d 61 (2,5%) 50/11
2476 Tem_PWG _3d Tem PWG_7d 1 (0,04%) 0/1
2639 9a5c_PIM6_1d  9a5c_PWG_3d 4 (0,15%) 0/4
) 2639 9a5c_PIM6_3d 9a5c_PWG_10d 20 (0,8%) 3/17
2476 Tem_PIM6_1d  Tem_PWG_3d 1 (0,04%) 1/0
2476 Tem_PIM6_3d  Tem_PWG_7d 6 (0,24%) 2/4
1882 9a5c_PIM6_1d  Tem_PIM6_1d 102 (5,4%) 54/48
1882 9a5c_PIM6_3d Tem_PIM6_3d 238 (12,6%) 115/123
3 1882 9a5c PWG_3d Tem PWG_3d 58 (3,1%) 42/16
1882 9a5c_ PWG_10d Tem_PWG_7d 95 (5,0%) 46/49

*DE: diferencialmente expressos. Tem= Temeculal

No primeiro nivel de comparacéo foi possivel obmelum maior nimero de
genes diferencialmente expressos nas comparacrestemscritomas de células em
meio PIM6 do que entre os transcritomas de céletasPWG, para ambas as cepas.
Dentre estes genes, a maioria esta mais expresgdcim da fase exponencial. Dos
genes considerados diferencialmente expressoongsacacdes das duas cepas, 31 sao
comuns entre elas, correspondendo a 37,3% e 50#%caepas 9a5c e Temeculal,
respectivamente. Todos estes genes estdo maissapimea mesma fase de crescimento
nas duas cepas, sendo 28 genes no inicio do cergoine 3 no final. Foram
encontrados genes relacionados a proteinas ribagsathaperonas, biogénese dos pili
longo e curto e genes com funcao hipotética senditiyamente regulados no inicio da
fase exponencial. Dentre os genes positivamentdaggs no final da fase exponencial
estdo um gene de uma colicina V, de uma fumarase gene com func¢ao hipotética.

Estes resultados podem sugerir que as célulasvaddis em meio minimo
enfrentam, em menor intervalo de tempo, mudancaanmoiente, por exemplo, um
esgotamento dos nutrientes, e que resulta nagdtedo transcritoma. As observagoes
de uma maior atividade de sintese proteica assbcaditividade de chaperonas
corrobora uma resposta de adaptacdo a um ambmsnéssante. Esta analise pode ser

extrapolada ao ambiente natural da bactéria, a gwal constantemente em um
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ambiente de escassez nutricional, seja no xilenpdaai@a ou no cibario do inseto, tendo
gue rapidamente regular a expressao de seus ganaesobreviver.

Nas comparagdes entre transcritomas em meio PW@rdernm gene, de uma
colicina V, foi encontrado diferencialmente expoess comparacdo de transcritomas
da cepa Temeculal, com maior expressédo no finddskaexponencial. Este gene € o
mesmo encontrado como positivamente regulado @b dio crescimento em PIM6 em
ambas as cepas. O fato de somente um gene setradoodiferencialmente expresso
nas comparacdes em PWG pode ser justificado dexgda@élulas em meio rico
encontrarem um ambiente favoravel desde o iniciardecimento até o final da fase
exponencial, ndo necessitando de alteragOes s@gpnfs na expressédo de seus genes.

Nas comparagfes entre meios de cultivo, no seguivi de analises, foi
observado um maior nimero de genes diferencialnexpessos entre os transcritomas
do final da fase exponencial, para ambas as c&atre estes genes considerados
diferencialmente expressos, a maioria deles foiitipamente regulada nos
transcritomas em meio PWG. Entretanto, nenhum f@remmum entre as duas cepas.
Na cepa 9a5c, varios genes relacionados a protebmssomais, um gene responsavel
pela formacao do poro para a externalizacdo das fplugo, um gene para uma proteina
de transporte pela membrana, um gene para coNtimdrés genes para bacteriocinas,
além de genes com funcdo hipotética, foram posigrde regulados no final do
crescimento em PWG. Dentre 0s genes positivamergalados no final da fase
exponencial em PIM6 estdo um gene para uma proteinslocase e dois genes com
funcéo hipotética. Para a cepa Temeculal, doissgengm positivamente regulados no
final do crescimento em PIM6, codificador de umatgina ribossomal e uma proteina
de um sistema de estabilizacdo de plasmideo. Rovestj no meio PWG quatro genes
para proteinas hipotéticas foram identificados.

Dentre o0s poucos genes encontrados diferencialmespressos nas
comparacgoes entre os transcritomas de fase imogldois meios, trés bacteriocinas e
uma bacterioferritina foram positivamente reguladias PWG na cepa 9a5c. O unico
gene diferencialmente expresso na cepa Temeculabditivamente regulado no inicio
do crescimento em PIM6 e codifica para uma proteipatética.

Em dois estudos utilizando a tecnologia de miceosgaos para analise de
expressdo génica, foram realizadas comparacdestrdoscritomas da cepa 9a5c
cultivada em dois meios diferentes (Travensdlal, 2009; Ciraulcet al, 2010). Assim

como no presente estudo, um dos meios apresentawposicdo especificamente
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desenvolvida para o melhor crescimentoXgéella em comparacdo com outros meios
complexos (Lemost al, 2003; Leiteet al, 2004). Véarios genes foram encontrados
diferencialmente expressos entre as duas condig@eslois estudos, porém somente
quatro genes em comum com as comparacdes aquieafa@ss. Travensolo e
colaboradores compararam os transcritomas de @aSmeios XDM (meio definido) e
BCYE (meio complexo), apds cultivo de 4 dias a 3@°gitacdo de 140 rpm. Somente
o genepilQ (XF0373), o qual codifica para a proteina formaditggoro na membrana
para externalizacédo do pilus longo, foi encontraniocomum com a comparacao entre
os transcritomas de 9a5c de final da fase expomlean ambos os meios. Nos dois
trabalhos, este gene apresentou-se mais expressosamns complexos, BCYE e PWG,
embora com diferentes razdes de expressao (1,833er8spectivamente) (Travensolo
et al, 2009). No segundo estudo, novamente a cepa @&&cSeus transcritomas
analisados, agora nos meios 3G10-R (meio defind®W (meio complexo), apos
cultivo a 28°C e 100 rpm por 13 e 3 dias, respaontente. Comparando os resultados
deste trabalho com os genes diferencialmente esggestidos na comparacao entre 0s
transcritomas de inicio da fase exponencial doenmtesestudo, um gene codificando
para uma bacterioferritina (XF0395) foi encontrgsitivamente regulado nos meios
complexos PW e PWG, com razbes de expressdo 2(335e respectivamente. Ao
comparar com o0s genes diferencialmente expressdimaloda fase exponencial, dois
genes foram encontrados em comum. Um deles, cadd@ para uma proteina
ribossomal (XF1164) mostrou concordancia com o gmtes estudo, sendo mais
expresso nos meios complexos com diferentes radexpressao (1,88 para o PW e
5,66 para o PWG). Entretanto, outro gene, codifloapara um colicina V, foi visto
mais expresso no meio definido 3G10-R (razdo deesgpo igual a 17,15) e mais
expresso no meio complexo PWG no presente estadaqde expresséao igual a 4,92)
(Ciraulo et al, 2010). Desta forma, sugere-se que embora as &¢dps dos meios
sejam semelhantes, quaisquer diferencas de neSiepbdem influenciar nas
comparacdes entre eles, além de variacdes nasgdendie cultivo, densidade celular,
passagem da cepa utilizada, entre outros fatorBsulthndo as comparacdes entre
estudos.

A observagédo de uma maior quantidade de genesvaosénte regulados em
PWG poderia ser explicada pelo fato de que asakdtariam metabolicamente mais
ativas neste meio devido a abundancia de nutricBtésetanto, o objetivo do presente

trabalho era identificar possiveis genes com egamesumentada no meio minimo
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PIM6, o qual simula a condicdo nutricional do fluixilematico do hospedeiro vegetal.
Porém, somente foram encontrados trés genes @uséive regulados neste meio em
cada cepa, qguando comparados com o meio PWG, nogueva a concluir que nao ha
diferencas significativas na expressdo dos genssdongs meios de cultivo quando

comparamos pontualmente fases de crescimento samesh Por outro lado, ha

diferencas na expressédo génica ao longo do creswnen cada meio, conforme

descrito nos paragrafos acima.

No terceiro e ultimo nivel de comparacdo foram iaadbs os valores de
expressdo somente de genes compartilhados entrepas 9a5c e Temeculal, ndo
levando em consideracdo genes exclusivos de cadadetas. Nestas comparagoes,
podemos observar um maior nimero de genes difaleraite expressos nas
comparacdes entre transcritomas de células cudtsvath PIM6, embora também tenha
sido encontrado um numero razoavel de genes ddie@terente expressos nas
comparacdes entre transcritomas de PWG. Dentrs gsieges, nas comparacgoes de
inicio do crescimento em ambos os meios, foi olaskrwum maior nimero de genes
positivamente regulados na cepa 9a5c. Ao contraramepa Temeculal apresentou um
maior niumero de genes positivamente regulados nas domparactes de final de
crescimento nos dois meios (Tabela 12).

Quando sé&o comparados o0s genes diferencialmenpeessws entre 0s
transcritomas das duas cepas cultivadas em PIM&nadmos que 84 genes séo
comuns as comparacfes de inicio e final do crestom@al quantidade de genes
corresponde a 82,4% de todos os genes considedi#fdosncialmente expressos no
inicio do crescimento e 35,3% no final. Destes geeen comum, 46 foram
positivamente regulados na cepa 9a5c e 38 na capachlal. Todos os genes foram
positivamente regulados para a mesma cepa nadadgssde crescimento, ou seja, tais
genes mantém sua expressao desde o inicio atél adircrescimento. Dentre os genes
mais expressos em 9abc, varios codificam proteinas funcdo hipotética, um gene
para uma adesina da extremidade do pilus longasgesiacionados a bacteriéfagos,
genes para proteinas de sistema de toxina/antitoximstabilizacdo de plasmideos,
DNA polimerase |, componentes do sistema de tratspgdC, entre outros. Os genes
regulados positivamente na cepa Temeculal codifipana proteinas relacionadas
principalmente a bacteriéfagos e com funcéo hipm@éembora também tenham sido

encontrados genes relacionados a sintese do pilis, Eroteinas de membrana, a
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desidrogenases, uma proteina ribossomal, protdmnasnsporte pela membrana, entre
outros.

Nas comparacgOes entre os transcritomas das fasesesi@mento em PWG
foram observados 41 genes regulados durante toctessimento, correspondendo a
70,7% e 43,2% de todos os genes consideradosrdifeimente expressos no inicio e
no final do crescimento, respectivamente. Trintanege foram encontrados mais
expressos na cepa 9ab5c e 11 na cepa Temeculals Bte foram positivamente
regulados para a mesma cepa nas duas fases dienergs¢ mantendo sua expressao
desde o inicio até o final. Dentre os genes pasitente regulados para a cepa 9a5c, ha
predominéncia de genes de proteinas relacionadaact@riofagos ou com funcao
hipotética, embora deva ser destacada a maiorssgualo gene da DNA polimerase |,
de uma adesina da extremidade do pilus longo, umizipa quinase relacionada a
sinalizacao, entre outras. Enquanto isso, os gemstivamente regulados para a cepa
Temeculal foram quase todos de proteinas de fagmsnefuncéo hipotética, com
excegao de uma aminotransferase e uma desidrogenase

Este alto niamero de genes diferencialmente exmegse foi observado
justifica outras comparacfes entre transcritomaseajms diferentes, uma vez que
mesmo 0S genes ortdlogos desses genomas pareceserdpr regulacdo distinta na
mesma condicdo de cultivo. Além disso, em todasamsparacdes entre cepas foi
possivel observar altos valores de razdo de exXjwefgdd changg entre genes dos
transcritomas comparados. Tal resultado demonsiaatem de apresentar um maior
namero de genes diferencialmente expressos, asatag@igs entre cepas também
apresentam maiores diferengcas na expressao, sumegue cada cepa possui um

panorama unico de expressao génica em respostarmuoada condicdo de cultivo.
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Figura 8. Graficos de disperséo dos genes analisados entoagsracao. No eixo das
abscissas estdo os valores de expressdao médiaondas ordenadas estdo os valores
de razéo de expressao em log2. Os pontos em vermeghesentam genes com valores
dep ajustado menores do que 0,05; os pontos em cipresentam genes com valores
de p ajustado maiores que 0,05. Cada grafico representacomparacao: (A) 9a5c-
PIM6-1d e 9a5c-PIM6-3d; (B) 9a5c-PWG-3d e 9a5c-PW@: (C) 9abc-PIM6-1d e
9a5¢-PWG-3d; (D) 9a5c-PIM6-3d e 9a5c-PWG-10d; (EnIPIM6-1d e Tem-PIM6-
3d; (F) Tem-PWG-3d e Tem-PWG-7d; (G) Tem-PIM6-1dlea-PWG-3d; (H) Tem-
PIM6-3d e Tem-PWG-7d; (I) 9a5c-PIM6-1d e Tem-PIM$-(J) 9a5c-PIM6-3d e Tem-
PIM6-3d; (K) 9a5c-PWG-3d e Tem-PWG-3d; (L) 9a5c-PM@& e Tem-PWG-7d.
Tem= Temeculal
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4.8.2. Categorizacao funcional dos genes diferealthente expressos

4.8.2.1. Analise por ontologia génica

Foram realizadas andlises globais funcionais dosegyeconsiderados
diferencialmente expressop<Q,05e fold change?2), utilizando osoftware online
BayGO(Vencioet al, 2006). Primeiramente, tais genes foram categioz&aseando-
se nas suas ontologias génic@grfe Ontologyu GO) (Ashburneret al, 2000; Gene
Ontology Consortium, 2004).

Iniciamos as analises com os transcritomas do didel comparacédo. Nas fases
iniciais do crescimento exponencial de ambas asscegm meio PIM6 quando
comparado com sua fase final, foi possivel obsamarenriquecimento de categorias
GO relacionadas a transcricdo e traducao (TabelaDi3)tre as categorias em comum
estdo biossintese de proteinas, biogénese e montimeibossomo e transcricdo pela
atividade de RNA polimerase. A cepa 9a5c apresentyno categorias exclusivas
algumas relacionadas ao enovelamento proteicadatie de fatores de elongacao da
traducdo, ligacdo a tRNA, atividade de nucleotiglitferase, transporte proteico
intracelular e secrecdo de proteinas. Por suaaveepa Temeculal apresentou duas
categorias exclusivas enriquecidas relacionadadividaale de metalopeptidades e
metaloendopeptidases. Entretanto, na fase finatrdscimento exponencial ndo foi
encontrada nenhuma categoria enriquecida nas cagies das duas cepas.

Na comparacéo entre as diferentes fases de ce#cimo meio PWG na cepa
9a5c, ja haviamos mencionado que nao foi enconmmadbum gene diferencialmente

expresso. Na cepa Temeculal, foi encontrado apsn@ene.

Tabela 13. Caracterizacdo funcional baseada em categ@t@glos genes diferencialmente expressos
entre transcritomas de diferentes fases de crestimas cepas 9a5c e Temeculal.

Categorias GOup-regulated no inicio da fase exponencial em meio PIM6 na cegabc

Cédigo GO Descricao P G* G90% IC

G0:0006457 protein folding 0,01 0,61 [0,61;0,61]
G0:0051082 unfolded protein binding 0,01 0,74 [0,74;0,74]
G0:0003723 RNA binding 0 0,82 [0,82;0,82]
G0:0006412 protein biosynthesis 0 0,89 [0,88;0,90]
GO0:0003746 translation elongation factor activity 0,03 0,81 [0,81;0,81]

G0:0006414 translational elongation 0 0,86 [0,86;0,86]
G0:0003735 structural constituent of ribosome 0 0,95 [0,95;0,96]
G0:0005622 Intracelular 0 0,87 [0,86;0,88]
G0:0005840 Ribosome 0 0,95 [0,95;0,96]
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 0 0,95 [0,95;0,95]
G0:0000049 tRNA binding 0 0,88 [0,88;0,88]
G0:0015935 small ribosomal subunit 0 0,99 [0,99;0,99]
G0:0019843 rRNA binding 0 0,96 [0,96;0,96]
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G0:0003899 DNA-directed RNA polymerase activity 0 0,91 [0,91;0,91]
G0:0006350 Transcription 0 0,83 [0,83;0,83]
G0:0006351 transcription, DNA-dependent 0 0,97 [0,97;0,97]
G0:0016779 nucleotidyltransferase activity 0,02 0,68 [0,68;0,68]
G0:0006986 response to unfolded protein 0,02 0,82 [0,82;0,82]
G0:0045449 regulation of transcription 0,04 0,74 [0,70;0,80]
G0:0006886 intracellular protein transport 0 0,90 [0,90;0,90]
G0:0009306 protein secretion 0,04 0,64 [0,64;0,64]
G0:0015450 protein translocase activity 0 0,90 [0,90;0,90]
G0:0015934 large ribosomal subunit 0 0,93 [0,93;0,93]
G0:0042254 ribosome biogenesis and assembly 0 1,00 [1,00;1,00]

Categorias GOup-regulated no inicio da fase exponencial em meio PIM6 na ceg@meculal

Cédigo GO Descricao P G* G90% IC

G0:0003723 RNA binding 0 0,78 [0,75;0,81]
G0:0006412 protein biosynthesis 0 0,89 [0,87;0,90]
G0:0003735 structural constituent of ribosome 0 0,94 [0,93;0,94]
G0:0005622 Intracelular 0 0,85 [0,83;0,87]
G0:0005840 Ribosome 0 0,94 [0,92;0,94]
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 0 0,92 [0,92;0,93]
G0:0015935 small ribosomal subunit 0,01 0,82 [0,82;0,82]
G0:0019843 rRNA binding 0 0,90 [0,90;0,90]
G0:0003899 DNA-directed RNA polimerase activity 0 0,82 [0,82;0,82]
G0:0006350 Transcription 0,04 0,73 [0,67;0,83]
G0:0006351 transcription, DNA-dependent 0 0,94 [0,94;0,94]
G0:0004222 metalloendopeptidase activity 0,04 0,70 [0,70;0,70]
G0:0042254 ribosome biogenesis and assembly 0,01 1,00 [1,00;1,00]
G0:0008237 metallopeptidase activity 0,03 0,80 [0,80;0,80]
G0:0006364 rRNA processing 0,03 0,72 [0,72;0,72]

*G é a medidgammade associacéo estatistica e G90% seu intervatoedéilidade 90% @rror-bar").

A categorizacdo funcional dos genes diferencialmaexpressos também foi
realizada nas comparacdes de nivel 2, entre osrdeicultivo e em uma mesma fase
do crescimento bacteriano. Dentre todas as comjpesasomente foram observadas
categorias enriquecidas no final do crescimento ®WG na cepa 9a5c quando
comparado com o final do crescimento em PIM6 (Taldel). Tais categorias estao
relacionadas exclusivamente a atividade de simtdsgnsporte de proteinas, incluindo

categorias de formacgéao de ribossomos.

Tabela 14. Caracterizacdo funcional baseada em categ@t@glos genes diferencialmente expressos
entre transcritomas de diferentes meios de cuttivoepa 9a5c.

Categorias GOup-regulated no meio PWG no final da fase exponencial ha cepa®a
Cédigo GO Descrigdo G* G90% IC

G0:0003723 RNA binding 0,90 [0,90;0,90]
G0:0006412 protein biosynthesis 0,97 [0,96;0,97]
G0:0003735 structural constituent of ribosome 0,98 [0,98;0,99]
G0:0005622 Intracelular 0,97 [0,96;0,97]
G0:0005840 Ribosome 0,98 [0,97;0,99]
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 0,98 [0,98;0,99]
G0:0019843 rRNA binding ,01 0,96 [0,96;0,96]
G0:0008565 protein transporter activity 0,85 [0,83;0,90]

cNoNoNoNoNoNoNoly)

*G é a medidggammade associacao estatistica e G90% seu intervatcedéilidade 90% @rror-bar").
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Como descrito anteriormente, no ultimo nivel de paracdo envolvendo as
duas cepas nas mesmas condicfes foi encontrado aior mimero de genes
diferencialmente expressos, os quais também foratagarizados funcionalmente
(Tabela 15). Na comparacéo entre transcritomasidoido crescimento em PIM6, a
cepa 9abc apresentou um enriqguecimento de categoelacionadas a ligacao,
integracdo e recombinacdo de DNA, além de ativisiatke helicase e ligase e uma
categoria de fosforilacdo de aminoacidos. Por saaa cepa Temeculal na mesma fase
de crescimento em PIM6 mostrou enriquecimento tkgoadas relacionadas a sintese e
transporte de proteinas. Ainda no meio PIM6, masamaparacao de transcritomas no
final da fase exponencial, foram encontradas eeacigas categorias relacionadas a
atividade de metiltransferases e metilagdo de DEAe@pa 9a5c, além novamente das
categorias de fosforilacdo de aminoacidos e intégrale DNA, também enriquecidas
no inicio do seu crescimento. Enquanto isso, a degmaeculal apresentou 0 maior
namero de categorias enriquecidas, com 28 no t&fals se dividem em quatro
importantes processos celulares: transcricdo daidd de RNA polimerase, regulacdo
da transcricdo, atividade de fator sigma), metabwi de ATP (transporte de
prétons/hidrogénio, atividade de ATP sintase e AEpadefesa (atividade de lisozima,
citolise, catabolismo de peptidioglicano e paredhilar, resposta de defesa contra
bactérias) e sintese proteica (biogénese de ribmssenovelamente e transporte). O
maior numero de categorias enriquecidas na cepadidal significa uma atividade
metabolica mais intensa no meio PIM6, possivelmgrde lidar com o estresse
nutricional encontrado neste meio. De fato, o niM6 foi desenvolvido baseado na
composicao nutricional do fluido xilemético de vids na América do Norte (Michelle
Igo, comunicacao pessoal), o que pode justificaat onelhor adaptacao desta cepa neste
meio. De qualquer forma, o uso do PIM6 para o armemtto de outras cepas que nao
tenham videiras como hospedeiros ndo é inviabdizadkevido ao fato de ainda
constituir um meio pobre em nutrientes e que senasiha com composicoes de fluidos

xilematicos de outras plantas.

Tabela 15. Caracterizacdo funcional baseada em categ@t@glos genes diferencialmente expressos
entre transcritomas em meio PIM6.

Categorias GOup-regulated na cepa 9a5c¢ no inicio da fase exponencial

Cédigo GO Descri¢cao P G* G90% IC

G0:0005524  ATP binding 0,01 0,49 [0,41,;0,60]
G0:0003677 DNA binding 0,01 0,72 [0,60;0,81]
G0:0006310 DNA recombination 0,02 0,85 [0,78;0,92]

G0:0003676 nucleic acid binding 0,04 0,62 [0,51;0,77]
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G0:0004386 helicase activity 0 0,79 [0,74,0,86]
G0:0006468 protein amino acid phosphorylation 0 0,86 [0,86;0,86]
G0:0016874 ligase activity 0,04 0,48 [0,40;0,52]
G0:0015074 DNA integration 0 0,98 [0,94;0,99]
Categorias GOup-regulated na cepa Temeculal no inicio da fase exponencial
Cédigo GO Descri¢cao P G* G90% IC
G0:0006412 protein biosynthesis 0,03 0,45 [0,39;0,60]
G0:0003677 DNA binding 0 0,62 [0,49;0,77]
G0:0003735 structural constituent of ribosome 0,01 0,66 [0,60;0,73]
G0:0005622 Intracelular 0,01 0,60 [0,54;0,70]
G0:0005840 Ribosome 0,01 0,66 [0,60;0,69]
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 0 0,67 [0,60;0,73]
G0:0008565 Protein transport activity 0,01 0,72 1]0,66;0,82]
Categorias GOup-regulated na cepa 9a5c no final da fase exponencial
Cédigo GO Descricao P G* G90% IC
G0:0000287 magnesium ion binding 0 0,52 [0,52;0,52]
G0:0006306 DNA-methylation 0,02 0,95 [0,76;0,99]
G0:0008170 N-methyltransferase activity 0,04 0,95 [0,78;0,99]
G0:0009007 Site-specific DNA-methyltransferase (adenine-sgcif 0 1,00 [1,00;1,00]
activity
G0:0006468 Protein amino acid phosphorylation 0,04 0,53 [0,53;0,53]
G0:0015074 DNA integration 0,03 0,91 [0,77;0,97]
Categorias GOup-regulated na cepa Temeculal no final da fase exponencial
Cédigo GO Descricao P G* G90% IC
G0:0003677 DNA binding 0,04 0,41 [0,29;0,52]
G0:0003735 structural constituent of ribosome 0 0,58 [0,53;0,63]
G0:0005622 Intracelular 0 0,47 [0,39;0,55]
G0:0005840 Ribosome 0 0,58 [0,53;0,64]
G0:0030529 ribonucleoprotein complex 0 0,60 [0,56;0,67]
G0:0015935 small ribosomal subunit 0 0,73 [0,73;0,73]
G0:0019843 rRNA binding 0 0,68 [0,64;0,73]
G0:0003899 DNA-directed RNA polymerase activity 0 0,84 [0,84;0,84]
G0:0006350 Transcription 0,04 0,59 [0,51;0,72]
G0:0006355 regulation of transcription, DNA-dependent 0 0,50 [0,40;0,59]
GO0:0003796 lysozyme activity 0 1,00 [0,92;1,00]
G0:0009253 peptidoglycan catabolism 0,04 0,90 [0,76;0,96]
G0:0016998 cell wall catabolism 0,02 0,90 [0,76;0,96]
G0:0019835 Cytolysis 0,02 0,86 [0,76;0,93]
G0:0042742 defense response to bacteria 0,02 1,00 [0,90;1,00]
G0:0006986 response to unfolded protein 0 0,69 [0,69;0,69]
G0:0015986 ATP synthesis coupled proton transport 0 0,73 [0,73;0,73]
G0:0016469 proton-transporting two-sector ATPase complex 0,02 0,69 [0,69;0,69]
G0:0046933 hydrogen-transporting ATP synthase activity, rataél 0,02 0,73 [0,73;0,73]
mechanism
G0:0046961 hydrogen-transporting ATPase activity, rotational 0,02 0,73 [0,73;0,73]
mechanism
G0:0006352 transcription initiation 0 0,90 [0,90;0,90]
G0:0016987 sigma fator activity 0,02 0,90 [0,90;0,90]
G0:0015031 protein transport 0 0,61 [0,61;0,61]
G0:0015934 large ribosomal subunit 0 0,77 [0,77;0,77]
G0:0008462 endopeptidase Clp activity 0 1,00 [0,95;1,00]
G0:0015992 proton transport 0,02 0,73 [0,73;0,73]
G0:0016820 hydrolase activity, acting on acid anhydrides, d¢gting 0 0,90 [0,90;0,90]
transmembrane movement of substances
G0:0015078 hydrogen ion transporter activity 0,01 0,77 [0,77;0,77]

*G é a medidgammade associacdo estatistica e G90% seu intervatced@ilidade 90% @rror-bar").
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Os transcritomas das duas cepas crescidas em M&ot&@mbem apresentaram
diferencas. No inicio da fase exponencial somentepa 9a5c apresentou categorias
enriquecidas, mostrando maior atividade de ligac8NA e acidos nucleicos, ligacao
de ATP, atividade de helicase e fosforilacdo denaatidos. Ao final do crescimento
exponencial no meio PWG, pudemos encontrar quasemasmas categorias
enriquecidas no inicio em 9a5c, apenas substituiosiorilacdo de aminoacidos por
atividade de ligase. Enquanto isso, a cepa Temkag@amente mostrou alta atividade
metabolica no final do crescimento, desta vez enGPWentre as categorias super-
representadas estdo o metabolismo de carbohidtedoscricdo e, novamente, defesa
(atividade de lisozima, citdlise, catabolismo deptjuoglicano e parede celular,
resposta de defesa contra bactérias), as mesmagr@das no final do crescimento em
PIM6 (Tabela 16).

Tabela 16. Caracterizacdo funcional baseada em categ@t@glos genes diferencialmente expressos
entre transcritomas em meio PWG.

Categorias GOup-regulated na cepa 9a5c¢ no inicio da fase exponencial
Cédigo GO Descricao

G* G90% IC

G0:0005524 ATP binding

GO0:0003677 DNA binding

G0:0003676 Nucleic acid binding

G0:0004386 Helicase activity

G0:0006468 Protein amino acid phosphorylation

0,74 [0,67;0,80]
0,62 [0,46;0,80]
0,77 [0,69:0,84]
0,87 [0,83:0,92]
0,92 [0,92:0,92]

cocoocoolu
o
@

Categorias GOup-regulated na cepa 9a5c no final da fase exponencial

Cédigo GO Descricao P G* G90% IC
G0:0005524  ATP binding 0 0,69 [0,60;0,77]
G0:0003677 DNA binding 0,01 0,70 [0,61;0,84]
G0:0003676 Nucleic acid binding 0 0,74  [0,66;0,85]
G0:0004386 Helicase activity 0 0,86 [0,82;0,91]
G0:0016874 Ligase activity 0 0,63 [0,55;0,67]
Categorias GOup-regulated na cepa Temeculal no final da fase exponencial

Cédigo GO Descri¢cao P G* G90% IC
G0:0003677 DNA binding 0,03 0,64 [0,50;0,77]
G0:0003824 Catalytic activity 0 0,51 [0,44;0,66]
G0:0005975 Carbohydrate metabolismo 0,03 0,70 [0,57;0,84]
G0:0016798 Hydrolase activity, acting on glycosyl bonds 0 0,90 [0,83;0,95]
G0:0008152 Metabolismo 0,03 0,52 [0,44;0,64]

G0:0003899 DNA-directed RNA polymerase activity 0 0,93 [0,93;0,93]
G0:0016779 Nucleotidyltransferase activity 0 0,78 [0,72;0,85]
GO0:0003796 Lysozyme activity 0 1,00 [0,98;1,00]
G0:0009253 Peptidoglycan catabolism 0 0,98 [0,94;0,99]
G0:0016998 Cell wall catabolism 0 0,98 [0,94;0,99]
G0:0019835 Cytolysis 0 0,97 [0,94;0,98]
G0:0042742 Defense response to bactéria 0 1,00 [0,98;1,00]

*G é a medidgammade associacdo estatistica e G90% seu intervatced@ilidade 90% @rror-bar").
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4.8.2.2. Analise por vias KEGG

Os genes considerados diferencialmente expressdeta foram categorizados
em relacdo as suas vias metabolicas que estariamremesentadas e enriquecidas
(vias KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genom&anehisa e Goto, 2000;
Kanehiseet al, 2016).

No primeiro nivel de comparacao, entre fases dscanento no mesmo meio,
somente foram encontradas vias enriquecidas nio ieéccrescimento em PIM6. Dentre
elas estdo vias relacionadas ao processamento folanagdo genética, traducdo,
ribossomo e RNA polimerase em ambas as cepas. n@lacionada ao exporte e
enovelamento de proteinas foi encontrada enriqgaatdcepa 9a5c, enquanto uma via

relacionada a fatores de traducao na cepa Teme(@dagla 17).

Tabela 17.Caracterizacdo funcional baseada em vias KEG@enoss diferencialmente expressos entre
transcritomas de diferentes fases de crescimestoapmas 9a5c e Temeculal.

Vias KEGG up-regulated no inicio da fase exponencial em meio PIM6 na cepas5c

Cdédigo KEGG  Descricéo P G* G90% IC

1200 genetic information processing 0 0,85 [0,84,0,86]
1220 Translation 0 0,82 [0,81,0,83]
3100 protein folding and associated processing 0,02 0,71 [0,71;0,71]
3010 Ribosome 0 0,93 [0,93;0,94]
3020 RNA polymerase 0,01 0,85 [0,85;0,85]

Vias KEGG up-regulated no inicio da fase exponencial em meio PIM6 na cef@&meculal

Cédigo KEGG Descricdo P G* G90% IC

1200 genetic information processing 0 0,90 [0,87;0,91]
1220 Translation 0 0,90 [0,88;0,91]
3014 other translation factors 0,02 0,74 [0,74;0,74]
3010 Ribosome 0 0,93 [0,92;0,94]
3020 RNA polymerase 0,02 0,78 1[0,78;0,78]

*G é a medidggammade associacao estatistica e G90% seu intervatoedéilidade 90% @rror-bar").

As vias KEGG também foram classificadas nas congfasaentre meios de
cultivo, sendo encontradas vias enriquecidas samenfinal do crescimento em PWG
na cepa 9a5c. Trés vias foram encontradas, redasmna processamento da informacgéao
genética, traducao e ribossomo (Tabela 18).

Tabela 18.Caracterizacdo funcional baseada em vias KEG@enoss diferencialmente expressos entre
transcritomas de diferentes meios de cultivo na Ggbc.

Vias KEGG up-regulated no meio PWG no final da fase exponencial na cepa®a

Cdédigo KEGG  Descricéo P G* G90% IC

1200 genetic information processing 0,01 1,00 [1,00;1,00]
1220 Translation 0,01 0,93 [0,90;0,93]
3010 ribosome 0 0,97 [0,97;0,97]

*G é a medidgammade associacdo estatistica e G90% seu intervatced@ilidade 90% @rror-bar").
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Nas comparacdes entres cepas, algumas vias for@mteadas enriquecidas. O
inicio do crescimento em meio PIM6 estimulou naac@a5c o enriquecimento da via
de metabolismo de carboidratos, enquanto que na temeculal foi observado um
enriguecimento das vias de metabolismo de lipideaducéo e ribossomo. Ja no final
do crescimento em PIM6, a cepa 9a5¢c mostrou umarraapressao de genes de vias
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos (fanilah, tirosina, triptofano e
histidina), transportadores ABC e a via das pestis&fato. Por sua vez, a cepa
Temeculal manteve um enriquecimento de vias ded¢éade ribossomo, além de vias
relacionadas com transcricdo, sintese de ATP, é&roeato proteico, metabolismo de

tirosina e transportadores acoplados a ions (Tai®la

Tabela 19.Caracterizacdo funcional baseada em vias KEG@edoss diferencialmente expressos entre
transcritomas em meio PIM6.

Vias KEGG up-regulated na cepa 9a5c¢ no inicio da fase exponencial

Cdédigo KEGG  Descricédo P G* G90% IC
1110 Carbohydrate metabolism 0 0,70 [0,58;0,77]
Vias KEGG up-regulated na cepa Temeculal ng inicio da fase exponencial

Cdédigo KEGG  Descricéo P G* G90% IC
1130 lipid metabolism 0,02 0,74 [0,67;0,82]
1220 Translation 0,01 0,60 [0,55;0,70]
3010 Ribosome 0 0,79 [0,77;0,85]
Vias KEGG up-regulated na cepa 9a5c no final da fase exponencial

Cdédigo KEGG  Descricéo P G* G90% IC
1160 metabolism of other amino acids 0,01 0,43 [0,43;0,43]
400 phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 0,04 0,55 [0,46;0,66]
30 pentose phosphate pathway 0 0,74  [0,74;0,74]
2010 ABC transporters, prokaryotic 0,03 0,56 [0,56;0,56]
340 histidine metabolismo 0 0,80 [0,80;0,80]
Vias KEGG up-regulated na cepa Temeculal no final da fase exponencial

Cédigo KEGG Descricdo P G* G90% IC
1200 genetic information processing 0 0,53 [0,46;0,59]
1220 Translation 0,02 0,46 [0,41;0,51]
1210 Transcription 0,01 0,61 [0,56;0,69]
350 tyrosine metabolism 0,01 0,93 [0,86;0,97]
3100 protein folding and associated processing 0 0,70 [0,67;0,75]
3010 Ribosome 0 0,73 [0,70;0,77]
2052 other ion-coupled transportes 0,03 0,57 [0,57;0,57]
193 ATP synthesis 0,02 0,81 [0,81;0,81]
3020 RNA polymerase 0 0,89 [0,89;0,89]

*G é a medidggammade associacao estatistica e G90% seu intervatcedéilidade 90% @rror-bar").

Nas comparacdes do crescimento em PWG foram @mas\somente duas vias
enriquecidas, a de processamento da informacadigem® inicio do crescimento na
cepa 9a5c e a de metabolismo de lipideos no fmalréscimento na cepa Temeculal
(Tabela 20).
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Tabela 20.Caracterizacdo funcional baseada em vias KEG@edoss diferencialmente expressos entre
transcritomas em meio PWG.

Vias KEGG up-regulated na cepa 9a5c¢ no inicio da fase exponencial

Cédigo KEGG Descricao P G* G90% IC
1200 genetic information processing 0 1,00 [1,00;1,00]
Vias KEGG up-regulated na cepa Temeculal no final da fase exponencial

Cédigo KEGG Descricdo P G* G90% IC
1130 lipid metabolismo 0 0,78 [0,74;0,85]

*G é a medidgammade associacdo estatistica e G90% seu intervatoced@ilidade 90% @rror-bar").

4.8.2.3. Analise de genes relacionados a virulén@gatogenicidade

Foi realizada uma analise dos niveis de expressdgedes relacionados a
viruléncia emX. fastidiosa(Simpsonet al, 2000; Van Sluy®t al, 2003; Chatterjeet
al., 2008) eventualmente incluidos entre o0s genesredif@lmente expressos
identificados nas comparacdes anteriormente dasd¢iiabela 21).

No primeiro nivel de comparacdo, somente foi pessbbservar genes
diferencialmente expressos no inicio do crescimemto meio PIM6. Dentre eles,
destacam-se genes relacionados com a biogénesdudolgngo, responsavel pela
motilidadetwitching da bactéria (Mengt al, 2005), como o gengilV em ambas as
cepas. Ja, os gengdO e pilQ foram mais expressos somente na cepa 9a5c. Tal
resultado sugere que um contato inicial com o xalgmmomoveria a expressao de genes
relacionados a motilidade. O geiimeA relacionado com a formacao de pilus curto (tipo
chaperone-usher(Li et al, 2007), responséavel pela adesédo ao substratod§alas
vasos do xilema ou exoesqueleto do tubo digestdoianseto vetor), também foi
diferencialmente expresso nas duas cepas analisadfe gene observado em comum
entre as comparacgoes de 9a5c e Temeculal coddreauma protease dependente de
zinco com funcdo de chaperona. Dentre o0s genesedd@lmente expressos em
somente uma das cepas estdo os que codificam pa@edna regulatoribexA um
fator sigma 70, duas proteases e uma proteina débrapa externa na cepa 9a5c; na
cepa Temeculal, foi encontrada uma oligopeptidageerdiente de zinco e uma
flavodoxina multiméricaWrbA).

Nas comparacdes entre as fases de crescimento e PWG, nado foi
encontrado nenhum gene diferencialmente expresaciaeado com a viruléncia da
bactéria. Tal observacdo pode refletir o menor mande genes diferencialmente
expressos no meio PWG em comparacdo com o meio .POB&iamente, ndo é

possivel afirmar que tais genes de viruléncia néi@ioe ativos no meio rico em
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nutrientes, somente é inferir que eles ndo aprasentudanca de expressao entre as
duas fases de crescimento testadas, ao contragoedacontece no meio PIM6.

No segundo nivel de comparagdo, entre os traos@# dos dois meios de
cultivo, somente foi possivel observar dois geneferahcialmente expressos
relacionados a viruléncia, ambos nas comparacodmaedo crescimento. Na cepa
9a5c, o gengilQ, responsavel pela externalizacdo do pilus longoefiaiontrado mais
expresso no meio PWG. Na cepa Temeculal, transa#gouma proteina regulatéria
relacionada com estabilizacdo de ribossomos/ medalado 6°* estariam mais
abundantes no meio PIM6. Esta proteina tem sidarioglada a resposta a estresse
ambientais e a viruléncia (Oosthuizest al, 2002; Anconaet al, 2014). Nas
comparacdes de inicio da fase exponencial, ndanfovhservadas diferencas de
expressao destes genes entre os meios de culiwtunaa cepas analisadas.

No terceiro nivel de comparacdo, entre os tramsges das duas cepas nas
mesmas condi¢cdes, somente foram analisados os geseEsites em ambas. No inicio
do crescimento em meio PIM6, foram encontrados ocigenes diferencialmente
expressos. Dentre eles, um gene de uma adesindreaielade do pilus longd’(lY1),
uma histidina quinase e uma proteina com funcaolaggia @raC-typg foram mais
expressos na cepa 9a5c. Enquanto isso, a cepa Ulathewostrou maior expressao de
um gene de uma proteina com dominio de clivageripdopré-pilina (relacionada ao
pilus longo) e de uma lipase. Todos estes genestiveem suas expressdes
diferenciais no final do crescimento em PIM6, iisohe no que diz respeito em qual
cepa estariam mais expressos. Outros genes foraonteedos diferencialmente
expressos nesta comparacado de final do crescineemt®IM6. Na cepa 9a5c, foram
observados os genes de uma glicosidade (enzimaddetpra de parede vegetal), um
regulador transcricional (familia LuxR/UhpA), umiavodoxina multimérica (WrbA),
outro regulador transcricional e um gene para hismak. Na cepa Temeculal, os
genes deRpfG e RpfFforam mais expressas no final do crescimento eM6PA
primeira seria um regulador de resposta sensivebasentracdes de DSF e atuando
como uma fosfodiesterase, degradando o segundagersintracelular c-di-GMP. Ja
RpfF seria responsavel pela propria sintese de DSRtéTjeaet al, 2008). Juntamente
com os genes doluster rpf, foi observado um gene de diguanilato ciclaseileslp
positivamente em Temecula 1 quando comparada a @&pa EmX. fastidiosa,o
acumulo de DSF (molécula sinalizadora produzida gees desteluste) modula

negativamente os niveis de c-di-GMP, resultando neaor formacdo de biofilme
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(Chatterjee et al, 2010). Outros genes encontrados positivamentelaggs em
Temeculal foram dois genes de fatores sigmé0 (e RpoH), de regulacdo de
nitrogénio, subunidade ClpP da protease Clp, urote@se dependente de zinco com
funcéo de chaperona e uma proteina associada émlgs de poli-hidroxialcanoatos.

As diferencas de expressao génica nos transcrita@alulas cultivadas em
PWG foram poucas. Tanto no inicio da fase expoaénomo no seu final, foi possivel
observar na cepa 9a5c uma maior expressdo de uencgeificando uma adesina da
extremidade do pilus longd’i{Y1) e outro para uma histidina quinase relacionada a
transducado de sinal. A cepa 9a5c também teve um ggna hemolisina mais expresso
no inicio do crescimento. A cepa Temeculal apebasrgamos uma maior expressao
de um gene de uma lipases no final do crescimentB\WG.

Estas observacbes sugerem diferencas relevantesuténcia de cada cepa e,
possivelmente na resposta da bactéria ao ambientdetha, e poderdo nortear futuros
estudos sobre sistemas ou genes que foram destagadcanalises comparativa dos

transcritomas que foram detalhadas aqui.

Tabela 21. Lista com genes diferencialmente expressos emstada comparacfes e que estdo
relacionados com sistemas de virulénciadastidiosa.
Anotacgdo ) Fold change
Anotacéo IMG Descricao
XF/PD (log2)
9a5c_PIM6_1d x 9a5c_PIM6_3d

Biogénese do pilus longo

XF0029 XF9a_00026 type IV pilus modification protein PilV 2,13
XF0371 XF9a_00335 Tfp pilus assembly protein PilO 1,79
type IV pilus secretin (or competence protein
XF0373 XF9a_00337 :’/IIOQ P ( P P ) 1,73
i

Biogénese do pilus curto
XF0083 XF9a_00074 P pilus assembly protein, pilin FimA 2,04
Funcdes regulatérias
XF0122 XF9a_00107 SOS regulatory protein LexA (EC:3.4.21.88) 1,64
XF1350 XF9a_01234 RNA polymerase sigma factor, sigma-70 family 1,51
Proteases
Membrane protease subunits, stomatin/prohibitin
XF0453 XF9a_00409 1,58
homologs (EC:3.4.-)
ATP-dependent protease HsIVU, peptidase
XF1484 XF9a_01357 _ 2,14
subunit (EC:3.4.25.2)

XF2625 XF9a_02481 Zn-dependent protease with chaperone function 2,84
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(EC:3.4.24.)

Outras funcdes

Outer membrane protein and related

XF0343 XF9a_00315 191
- peptidoglycan-associated (lipo)proteins
Temeculal PIM6_1d x Temeculal PIM6 3d
Biogénese do pilus longo
PD0020 XFTem_00023 type IV pilus modification protein PilV 2,30
Biogénese do pilus curto
PD0062 XFTem_00068 P pilus assembly protein, pilin FimA 2,28
Funcdes regulatérias
PD0422 XFTem_00475 Multimeric flavodoxin WrbA 1,99
Proteases
PD0856 XFTem_00970 Zn-dependent oligopeptidases (EC:3.4.15.5) 2,08
PD1995 XETem 02316 Zn-dependent protease with chaperone function 257
- (EC:3.4.24.5)
9a5c_PIM6_3d x 9a5c_PWG_10d
Biogénese do pilus longo
XE0373 XF9a 00337 type IV pilus secretin (or competence protein) 186
- PilQ
Temeculal PIM6 3d x Temeculal PWG_7d
Funces regulatérias
PDO636 XETem 00723 ribosomal subunit interface protein 224
- (sigma fator 54)
9a5c_PIM6_1d x Temeculal PIM6_1d
Biogénese do pilus longo
XF1224 XF9a_01129 Tfp pilus assembly protein, tip-associated adhesin 106
PD0502 XFTem_00565 PilY1l
XF2539 XF9a_02403 prepilin-type N-terminal cleavage/methylation 235
PD1924 XFTem_02236 domain (PilA)
Funces regulatérias
XF1254 XF9a_01154 AraC-type DNA-binding domain-containing 109
PD0520 XFTem_00591 proteins
XF2535 XF9a_02399 ) o
PD1020  XFTem 02232 Signal transduction histidine kinase 2,44
Lipases
XF2151  XF9a_02036 _ o
PD1211  XFTem 01402 hypothetical protein (lipase) -2,62
9a5c_PIM6_3d x Temeculal PIM6_3d
Enzimas degradadoras de parede vegetal (CWDES)
XF0845 XF9a_00767 Beta-glucosidase-related glycosidases 1,63




Resultados e Discussao

133

PD1829

XF1224
PDO0502
XF2539
PD1924
Cluster rpf
XF1113
PDO0405
XF1115
PD0407

XFTem_02128 (EC:3.2.1.21)

Biogénese do pilus longo

XF9a_01129
XFTem_00565
XF9a_02403
XFTem_02236

XF9a_01026
XFTem_00457
XF9a_01028
XFTem_00459

Tfp pilus assembly protein, tip-associated adhesin
PilY1

prepilin-type N-terminal cleavage/methylation
domain (PilA)

Response regulator containing a CheY-like
receiver domain and an HD-GYP domain (RpfG)
Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase
(RpfF)

Fosfodiesterase e diguanilato ciclase

XF2624
PD1994

XF9a_02479
XFTem_02315

Funcdes regulatérias

XF0972
PD0268

XF1133
PD0422
XF1254
PD0520
XF1275
PD0534
XF1350
PD0593
XF1463
PD0682
XF1843
PD1025
XF2535
PD1920
XF2691
PD2048

Hemolisinas

XF1280
PD0536
Lipases
XF2151
PD1211

XF9a_00898
XFTem_00303

XF9a_01043
XFTem_00475
XF9a_01154
XFTem_00591
XF9a_01172
XFTem_00606
XF9a_01234
XFTem_00672
XF9a_01338
XFTem_00771
XF9a_01728
XFTem_01193
XF9a_02399
XFTem_02232
XF9a_02538
XFTem_02377

XF9a_01174
XFTem_00610

XF9a_02036
XFTem_01402

PAS domain S-box/diguanylate cyclase (GGDEF)

domain

Response regulator containing a CheY-like
receiver domain and an HTH DNA-binding

domain
Multimeric flavodoxin WrbA

AraC-type DNA-binding domain-containing
proteins
poly(hydroxyalkanoate) granule-associated

protein

RNA polymerase sigma factor, sigma-70 family

Transcriptional regulators

Nitrogen regulatory protein PlI

Signal transduction histidine kinase

alternative sigma factor RpoH

Hemolysins and related proteins containing CBS

domains

hypothetical protein (lipase)

2,50

-2,94

-1,57

-1,48

-2,19

1,53

1,44

2,62

-1,64

-1,46

1,68

-1,75

2,06

-1,66

2,44

-2,81
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Proteases
XF1187 XF9a_01095 ATP-dependent Clp protease, proteolytic subunit 154
PD0472 XFTem_00531 ClpP (EC:3.4.21.92)
XF2625 XF9a_02481 Zn-dependent protease with chaperone function 160
PD1995 XFTem_02316 (EC:3.4.24.-)
9a5c_ PWG_3d x Temeculal PWG_3d
Biogénese do pilus longo
XF1224 XF9a_01129 Tfp pilus assembly protein, tip-associated adhesin 251
PD0502 XFTem_00565 PilY1l
Funcdes regulatérias
XF2535 XF9a_02399 . ) o )
PD1920  XFTem 02232 Signal transduction histidine kinase 2,55
Hemolisinas
XF1280 XF9a_01174 Hemolysins and related proteins containing CBS 182
PD0536 XFTem_00610 domains
9a5c_ PWG_10d x Temeculal PWG_7d
Biogénese do pilus longo
XF1224 XF9a_01129 Tfp pilus assembly protein, tip-associated adhesin 200
PD0502 XFTem_00565 PilYl
Func®es regulatérias
XF2535 XF9a_02399
Signal transduction histidine kinase 2,98
PD1920 XFTem_02232
Lipases
XF2151 XF9a_02036
hypothetical protein (lipase) -2,74

PD1211 XFTem_01402

4.9. Identificacdo de pequenos RNASRNAS) expressos pela cepa 9a5c¢

E crescente o interesse na identificacio de pegquBMNAs regulatorios em
bactérias (SRNA) e no estudo de sua biogénese meomnismos de atuacao (Morris e
Mattick, 2014; Nitzaret al, 2017). Na tentativa de descrever o contetdo dAsRem
X., fastidiosa e concomitantemente estimar seus niveis de esgwe$oi realizado o
sequenciamento de bibliotecas enriquecidas em sRplAparadas da cepa 9a5c
cultivada no meio rico PWG (inicio do crescimentpanencial). Segundo o protocolo
de preparacédo de bibliotecas de sRNA, a etapaaedlb dos adaptadores € passivel de
modificacdo. Deve-se escolher entre incubar a aempst um menor periodo de tempo

a temperatura ambiente (1 hora a 25°C, bibliotegao#, aumentar o tempo de
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incubacdo em uma temperatura inferior (18 hora$°& 1biblioteca B). A diferenca
estaria no fato de que diferentes tipos de sRNAe@am ter diferentes eficiéncias na
ligacdo dos adaptadores. Uma vez que se tratardaira tentativa em analisar SRNAs
de X. fastidiosa foi decidido realizar o sequenciamento de bibtias preparadas com
os dois protocolos de incubacéo.

Apds o sequenciamento, foi realizada a etapa tagdm dos dimeros de
adaptadores que possam ter sido formados e do @onening de sequéncias de
adaptadores das sequéncias dos cDNA obtidos. Eoidsegas sequéncias obtidas
foram usadas para montagem de transcritos, gesRNAs candidatos (Tabelas S7 e
S8). Foram encontrados 1154 e 1167 sRNAs candigets as bibliotecas A e B,
respectivamente. Conforme sugerido no protocolbjbéioteca B, incubada por um
periodo de tempo maior, teve um maior numero deAsRdbtidos, apesar da diferenca
ser de somente 13 sRNAs. Entretanto, podemos a@sanpresenca de transcritos
montados com tamanhos fora dos limites descritos litesatura para SRNAS
bacterianos, que teriam comprimentos entre 50 erkh@leotideos. Apds a retirada
dessas sequéncias que estdo fora dos limites, fbeéimdos 1126 e 1143 sRNAs para
as bibliotecas A e B, respectivamente, com tamaniédios de cerca de 80 pares de
bases (Tabela 22).

Os valores de cobertura dos transcritos, isto rézao entre “ndmero total de
bases das sequénciasady” pelo “numero de bases do sRNA montado”, varieu d
pouco mais de 3x até cerca de 6500x, contando aasbdmbliotecas. O numero de
reads usados para a montagem de cada sRNA candidatouvantre 10 e 11700,

valores que podem indicar uma medida superfici@xgeessado daquele candidato.

Tabela 22.Resultados da montagem dos sRNAs candidatos. [@®sale tamanho, cobertura e nUmero
dereadscorrespondem ao total de SRNAs com tamanho entec500.

Biblioteca Total de Total Tamanho Cobertura N.° dereads
sRNAs (50a500) (média) (pb) (média) (média)
A (1h; 25°C) 1154 1126 50 - 486 3,4 -4441,9 10 - 11202
(81) (28,4) (83,9)
B (16h; 18°C) 1167 1143 50 - 476 3,3-6581,5 10 -11773
(82,5) (33,9) (113,8)

Em seguida, foram realizados alinhamentos dasse@s das duas bibliotecas
entre si e contra 0 genoma da cepa 9a5c, utilizandoramenta BLAST (Altschugt
al., 1990). No primeiro caso, foi possivel observarl 3inhamentos com alta

porcentagem de identidade (>96%) entre as seqeetogasRNAs candidatos das duas
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bibliotecas, correlacionando os sRNAs em comum €lEal$9). Apesar da grande
guantidade de sRNAs candidatos observados nashl@gecas, apenas cerca de 27%
foram encontrados em ambas, de acordo com esteadttode identidade considerado.
Pode-se sugerir que a diferenca no tempo de inéobdgs preparacdes refletiu nos
diferentes perfis de SRNAs candidatos observados.

Ao realizar o alinhamento dos sRNAs candidatos oaggnoma de 9a5c, foram
obtidas coordenadas gendmicas exatas que defineagi@ao de onde eles foram
transcritos (Tabelas S10 e S11). Em ambas as teitdis, foram encontrados sRNAs
gque mapearam em mais de um local no genoma, podssido prOXimos ou mesmo
distantes. Trata-se de uma informacao interessamnta,vez que o genoma Aglella
apresenta diversas regides repetidas, o que pasfeaumentado o nimero de coépias
destes sRNAs. Segundo o protocolo de preparachibligtecas utilizado, é preservada
a informacéo da direcdo da transcricdo, ou sejaquig fita do DNA o transcrito
originou-se. Dessa forma, sera possivel definirARbandidatos que estejam antisenso
a regides contendo ORFs j& conhecidas. Tal cofelagtre ORFs e SRNAs devera ser
feita futuramente, juntamente com a busca por peissimoléculas de mRNAs que

possam ser alvo de regulacao por estes SRNAs.
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Parte B) Descricdo e comparacdo dos transcritomasedoito cepas deXylella

fastidiosa

Nesta segunda parte do trabalho serdo apresemta@ssudos dos transcritomas
de oito cepas d&. fastidiosaem duas fases do crescimento em meio PWG. Como
detalhado na secao anterior (parte A) foi observadoor quantidade de genes
diferencialmente expressos na comparacdo de titomsas de duas cepas (9a5c e
Temeculal) cultivadas nas mesmas condi¢cbes, dm@wemparacdo entre meios ou
fases de crescimento de uma mesma cepa. Estayvagiss sugerem uma regulacao
génica diferente entre genes ortélogos destasadymss, 0 que motivou a ampliagéo do
trabalho para descrever e comparar transcritomasid@®utras cepas e fastidiosa

Dessa forma, foram realizadas analises dos tréms@as de outras seis cepas
isoladas de hospedeiros vegetais ou locais disti(ifabela 2): J1al2, U24d e Fb7,
isolados de citros; 3124, isolado de cafeeiro; Hisdlado de hibisco e Pr8x isolado de
ameixeira. Ao contrario das cepas Temeculal e, sbas seis cepas sao ainda pouco
estudadas, mas também apresentam diferencas geséerienotipicam vitro (Pierry,
2012; Santana, 2012). Somadas as analises dos gezusnas, as analises dos
transcritomas serdo importantes para explicar 0étifeos observados. Além disso, a
comparacdes entre 0s transcritomas tem o potedeishpontar para determinantes
relevantes para a especificidade de hospedeiro, deno de revelar novos genes
associados colonizacao e viruléncia.

Assim como, no caso das cepas 9a5c e Temeculaedm feequenciados os
transcritomas de células no inicio e no final descimento exponencial no meio rico
PWG. Este meio foi escolhido porque resulta em aretendimento do crescimento
populacional e maior facilidade na obtencédo de &nams$ntegras de RNA total. Foram
realizadas as curvas de crescimento para orientmcalha do tempo de coleta das
células para extracdo da amostra de RNA total.r@sedimentos de extracdo de RNA
total, deplecdo do rRNA, preparo das bibliotecas c@NA, sequenciamento do
transcritoma e analises de dados foram realizadoso cdescrito na parte A deste

trabalho, seguindo o fluxograma mostrado na Figura
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4.10. Curva de crescimento populacional de seis @pdeX. fastidiosa

O crescimento populacional das seis cepas no RMIG foi analisado por 21
dias (Figura 9), assim como realizado para as cépas e Temeculal (Figura 2). As
cepas isoladas de citros, J1al2 e U24d, apresentado atraso no crescimento nos
primeiros dias de cultivo quando comparado com afra® cepas analisadas.
Consequentemente, ambas atingiram o final da fagenencial tardiamente, porém
com valores semelhantes de densidade celular. A Bex, isolada de ameixeira,
apresentou valores altos de densidade celulanabdo ensaio, assim como observado
para a cepa 9a5c. A cepa 3124 apresentou um el caracteristico de crescimento
bacteriano, com suas fases bem definidas e atinginfthse estacionaria com tempo
semelhante ao observado para a cepa J1al2.

A cepa Fb7, isolada de citros na Argentina, atirgiase estacionaria mais cedo,
(~8 dias) além de apresentar um crescimento pdpakcmenor (DGyonm < 1,0). Tal
fato também foi observado para a cepa Temeculaliabparece ter atingido a fase
estacionaria com 7 dias. Ja o perfil de crescimpofulacional da cepa Hib4, isolada
de hibisco, parece apresentar um decréscimo mamecen 15 dias, porém retoma apoés
21 dias e ultrapassa ligeiramente dgfan>1,0.

As curvas de crescimento foram utilizadas pararguiescolha do dia de coleta
para cada uma das seis cepas. As amostras dodoiciescimento exponencial foram
obtidas no 3° dia para as cepas Fb7, 3124, Hib8x Ro 5° dia para a cepa Jlal2 e 7°
dia para a cepa U24d. As amostras do final do icnesto exponencial foram obtidas
no 7° dia para as cepas Fb7, 3124 e Hib4, no Hpaka J1al2 e Pr8x e no 15° dia
para U24d (Figura 9). Todos os cultivos foram adds com D&onm= 0,05.

Assim como observado para as cepas 9a5c e Temgoal&nétiposn vitro de
cultivo das seis cepas analisadas nesta etaparrambétraram grande variagdo (Figura
10). As cepas Jlal2, Fb7 e Hib4 mostraram fendtigosienor agregacao de células
planctonicas quando comparados com as outras o&pesar disso, em fases tardias de
crescimento, apresentaram formacao de biofiimeidaleao frasco. A cepa U24d
apresentou a maior deposicao de células aderidasofiime.
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Figura 9. Curva de crescimento de seis cepas e fastidiosa. (A) cepa J1al2, (B)
cepa U24d, (C) cepa Fb7, (D) cepa 3124, (E) cepsd Hi (F) cepa Pr8x foram
cultivadas em tubos cbnicos de 50mL comgRe inicial de 0,05 no meio PWG, a

28°C e 170 rpm. MedicGes da ¥ohm foram realizadas nos 1°, 3°, 7°, 10°, 15° e 21°
dias de cultivo. Barras verticais representam widgsadrdo da média de trés réplicas

técnicas.
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Figura 10. Fendtipo de crescimenton vitro no meio PWG dos dias escolhidos para

a extracdo de RNA total.(A) cepa J1al2 com 5 dias; (B) cepa J1al2 comag) (C)
cepa U24d com 7 dias; (D) cepa U24d com 15 digsc€pa Fb7 com 3 dias; (F) cepa
Fb7 com 7 dias; (G) cepa 3124 com 3 dias; (H) &4@ com 7 dias; (I) cepa Hib4
com 3 dias; (J) cepa Hib4 com 7 dias; (K) cepa Br 3 dias; (L) cepa Pr8x com 10
dias. O cultivo foi iniciado com Dégynm de 0,05. As imagens mostram uma de duas
réplicas bioldgicas para cada condi¢do. Frascapadons a 28°C e 170 rpm.

4.11. Obtencéao dos transcritomas por RNA-Seq

As extracfes das amostras de RNA total das seds cqpantificacdes e analises
de qualidade e integridade foram realizadas exat@nw®mo descrito na parte A (item
4.3). A Tabela 23 lista os parametros de qualidaala todas as amostras de RNA
extraidas das seis cepas, 0s quais, de modo gsetah plenamente adequados para
realizagcdo do RNA-Seq. Também para estas amostresmpleta remoc¢do do DNA
destas preparagcoes de RNA total foi confirmada PGR com um par derimers
especifico para deteccdo de DNAXIdastidiosadados nao mostrados).

As preparacdes de RNA total foram submetidas aedépl do rRNAs para
enriguecimento em moléculas de mRNAs, seguindoaéise por eletroforese capilar.
Para quase todas as amostras indicadas na Tabal@f#3éncia na remogéo de rRNAs
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foi muito bem-sucedida (dados ndo mostrados). tami@, em algumas réplicas das
cepas Hib4 e U24d a deplecédo do rRNA foi incompletque so foi verificado apds o
sequenciamento do transcritoma. Assim, novas eplioram obtidas, sendo que
apenas os parametros destas réplicas constam dia Pab

As amostras purificadas e depletadas de rRNAs farat&o utilizadas para a
preparacao das bibliotecas de cDNA. Assim comorgbde para as bibliotecas das
cepas 9a5c e Temeculal, para todas elas, foi olidexcelente rendimento, quanto a
concentracdo como na qualidade, pureza e tamandtiio ohe& inserto (Tabela 23). As 30
bibliotecas de cDNA foram sequenciadas em noveida®rno equipamentMiSeq
(lumina) utilizando a estratégia d@aired-Endcom umkit para 500 ciclos. Este total
de bibliotecas inclui 6 bibliotecas das cepas Hbd424d que foram refeitas devido a
falha na etapa deplecdo do rRNA como mencionadoaachssim como as corridas
anteriores (Tabela 3), o rendimento da maioria ates®orridas foi excelente, com
quantidades de sequéncias muito proximas ou atéresado que o previsto pelo
fabricante, que é de 25 milhdes de sequér(diabela 24). Dados das corridas 1 e 3
(Tabela 3) foram novamente citados na Tabela 24, wen que incluiram bibliotecas da
cepa Fb7.

Cabe destacar que a corrida 11 gerou cerca delRBeside sequéncias devido
a uma densidade ddustersmais baixa que as demais. Por outro lado, deresdadiito
altas também podem prejudicar, como aconteceumida&®, quando a porcentagem de
sequéncias de alta qualidade apresentou uma goedsagao as outras corridas. Essas
variagbes na densidade ddusters provavelmente refletem pequenos erros na
quantificacdo das bibliotecas, sendo que a coragidr que foi utilizada nestes

sequenciamentos variou de 6 a 8 pM.
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Tabela 23.Dados das amostras de RNA de cada uma das siiadas em PWG (painel esquerdo) e de suas regpedibliotecas de cDNA (painel direito).

Cepa Tempo NanoDrop  A260/  A260/ RIN RiboGreen | NanoDrop A260/  A260/ Tzflrr_lanho gPCR Réplica
(dias) (ng/uL) 280 230 (ng/uL) (ng/uL) 280 230 médio (pb) (nM)
229,8 2,15 0,89 8,2 142,3 84,7 1,85 2,19 412 138,4 1
> 267,1 2,14 2,26 8,5 157,7 89,6 1,87 2,21 417 110,1 2
Jialz 251,9 2,15 2,18 8,7 161,2 87,2 1,86 2,11 388 141,8 1
10 238,7 2,15 1,59 8,2 145,9 92,9 1,84 2,15 404 159,8 2
255,7 2,14 2,26 8,8 149,4 89,3 1,86 2,17 401 136,5 1
! 280,7 2,13 1,81 9,4 166,2 85,6 1,87 2,29 422 1444 2
U24d 177,3 2,10 1,77 9,2 100,5 45,1 1,84 2,20 368 106,4 5
15 185,3 2,10 1,44 9,1 117,9 41,4 1,80 1,96 352 90,7
255,4 2,13 2,13 9,3 1411 74,4 1,85 2,22 369 202,9 1
3 246,9 2,14 1,07 9,4 131,3 78,0 1,87 2,34 370 148,4 2
For 368,2 2,16 1,87 8,0 335,3 60,7 1,84 1,91 381 94,0
! 201,1 2,10 2,13 8,4 224.6 50,6 1,82 2,29 342 191,5 2
266,5 2,15 1,42 8,5 155,9 93,2 1,84 2,21 383 128,9 1
3 262,9 2,15 2,04 8,8 152,3 98,3 1,84 2,16 402 132,7 2
3124 255,1 2,14 2,20 9,1 151,5 85,7 1,85 2,20 401 134,2 1
! 260,6 2,15 2,22 9,5 154,8 87,9 1,85 2,20 438 117,1 2
268,7 2,15 1,93 8,1 155,8 88,7 1,86 2,14 407 152,8 2
] 3 281,8 2,12 2,31 8,6 175,3 93,9 1,82 1,93 415 222,9 3
Hib4 193,1 2,07 2,03 8,9 126,7 76,2 1,86 2,14 382 177,4 3
! 176,6 2,08 1,42 8,6 111,2 73,1 1,86 2,27 352 211,1 4
252,5 2,14 2,22 9,2 152,9 85,1 1,87 2,09 416 138,8 1
3 252,5 2,15 2,18 9,7 146,2 73,1 1,90 2,05 389 122,6 2
Préx 262,1 2,16 1,15 9,0 152,8 85,1 1,90 2,15 397 149,2 1
10 267,5 2,15 2,23 9,1 157,2 73,3 1,90 2,08 383 133,6 2

14z
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Tabela 24.Resumo do rendimento de nove corridas contentiblistecas das cepas J1al2, U24d, Fb7,
3124, Hib4 e Pr8x.

Corrida Total d_e Sequéncias N_l]mero de Densidade de %
sequéncias* filtradas** bibliotecas clusters >Q30***
1" 25.687.600 16.908.052 4 1439 77,7
3 27.988.934 23.358.634 4 1547 77,7
6 22.602.532 20.644.205 6 1196 80,1
7 29.875.986 23.164.145 5 1654 74,6
8 30.020.946 24.186.651 5 1630 62,3
9 29.033.867 23.293.348 5 1591 75,1
10 27.364.241 23.518.326 5 1471 77,3
11 20.793.330 19.006.836 5 1099 79,7
12 22.873.995 19.779.191 2 1245 74,1

*Paired ends reads**Filtragem que remove sequénci@®m baixa qualidade. ***>Q30 indica
sequéncias de alta qualidade. + Corridas citagldsabela 3 mas que contém bibliotecas da cepa Fb7.

4.12. Analises da qualidade das sequéncias dos tsaritomas

As sequéncias obtidas nos sequenciamentos de ¢sdimanscritomas das seis
cepas foram analisadas quanto a qualidade de asas,lseguindo a mesma estratégia
descrita no item 4.3. De modo geral, quase toddsaoscritomas sequenciados nesta
parte do apresentaram padroes de qualidade sersshao exemplo mostrado
anteriormente (Figura 4), como exemplificado pelaliae das sequéncias da biblioteca
da primeira réplica da cepa 3124 crescida por 8eliameio PWG (Figura 11A-C).

No entanto, foi verificado que as bibliotecas segislas na corrida 8
(3124 _3d1, Pr8x_3d1 e Pr8x_10d1) apresentaram uana guantidade de sequéncias
com escores de qualidade acima de Q15 (Figura bl@)e reflete o fato dessa corrida

ter apresentado menor porcentagem de sequénciaaltzoqualidade.
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Figura 11. Andlise da qualidade por base das sequéas do transcritomas
3124 3d1 e Pr8x_3dlAnalise das sequéncias da primeira extremidesal() (A), da
segunda extremidadee@d? (B) e as sequéncias pareadasadl+readd (C) do
transcritoma da primeira réplica da cepa 3124vada por 3 dias em PWG. (D) analise
das sequéncias pareadesafil+readd de Pr8x. As analises foram realizadas usando o
softwareFASTQC O eixo das abcissas contém os tamanhos das s&gi€haté 250),
enquanto que o eixo das ordenadas contém os vaeg@escore (de 0 a 40).

4.13. Mapeamento das sequéncias dos transcritomassn genomas de
referéncia

O software CLC Genomics Workbenti utilizado para o mapeamento das
sequéncias nos genomas de referéncia exatamentedastrito no item 4.4. Todas as
cepas utilizadas neste estudo ja tiveram seus geneeqguenciados e montados em
trabalhos anteriores (Pierry, 2012; Santana, 20R®jtanto, cada transcritoma foi
adequadamente mapeado na sua respectiva sequéngraiga e anotacao génica para
obtencéo de valores de expressao baseados na izagaalpor FPKM.

O numero de sequéncias por biblioteca variou refleto nimero de bibliotecas
sequenciadas por corrif@abela 25), e assim como observado para os tiamas de

9a5c e Temeculal (item 4.4.), estdo dentro do rendado para analise de expressao
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diferencial (Haaset al, 2012). As porcentagens de sequéncias mapea@at 46

88,9%) foram consideradas satisfatorias para dsesdubsequentes.

Tabela 25.Resumo do rendimento de cada biblioteca sequemnciad
Tamanho Distancia entre

Cepa -Egirgg)o szglt%lni?as médio paired reads Sﬂ?g;fgg;is Réplica
(bases) (bases)

8.094.534 156 63 a 240 6.752.880 (83,4%) 1

> 9.982.832 157 65 a 249 8.064.520 (80,8%) 2

Jialz 9.683.066 150 62 a 240 7.195.622 (74,3%) 1

10 7.957.756 150 63 a 249 5.792.488 (72,8%) 2

10.279.226 151 60 a 240 8.997.494 (87,5%) 1

! 9.332.698 150 59 a 240 7.635.964 (81,8%) 2

V24 19.078.998 152 64 a 250 15.067.468 (79,0%) 5

15 19.890.124 146 63 a 249 17.282.894 (86,9%) 6

5.783.996 159 71 a 240 4.809.678 (83,2%) 1

3 9.142.576 157 70 a 240 6.984.550 (76,4%) 2

For 7.743.594 163 66 a 241 6.458.294 (83,4%) 1

! 10.071.298 147 67 a 241 8.943.750 (88,8%) 2

9.733.762 158 67 a 249 8.445.092 (86.8%) 1

3 9.546.034 153 63 a 240 8.236.080 (86,3%) 2

3124 8.542.486 160 63 a 235 6.554.300 (76,7%) 1

! 11.366.984 149 63 a 240 10.105.710 (88,9%) 2

8.676.050 155 62 a 249 6.783.638 (78,2%) 2

] 3 7.658.814 160 68 a 248 6.161.342 (80,5%) 3

Hib 8.571.260 155 64 a 248 7.132.760 (83,2%) 3

! 6.979.646 155 67 a 249 5.719.766 (82,0%) 4

10.111.206 159 62 a 238 7.770.606 (76,9%) 1

3 7.377.760 154 65 a 249 5.832.910 (79,1%) 2

Préx 8.900.358 163 63 a 232 5.913.106 (66,4%) 1

10 8.509.818 149 64 a 249 6.681.236 (78,5%) 2

4.14. Analise de correlagcdo das replicas biolégicas entre diferentes
transcritomas

As andlises de transcritomas relatadas na parétos valores de correlacao
entre as trés réplicas bioldgicas para cada amqsttado comparadas aos pares. Este
resultado justificou a decisdo de sequenciar sardums réplicas de cada condicdo no
caso dos transcritomas das seis cepas descritaspaete da tese.

Sabe-se que um maior numero de réplicas eleva er msthtistico nas anélises
de expressédo diferencial, principalmente na detedgigenes com baixa expressao.

Para contornar eventuais imprecisbes de analiseexdessao baseadas em duas
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réplicas, Schurch e colaboradores (Schuethal, 2016) recomendam que seja
estabelecido um limite dold changediferente da hipotese nula default que seria 0,

0 que é possivel quando é utilizada a ferramBiSeq2 Estes autores realizaram um
estudo com 48 réplicas biolégicas de duas linhagerSaccharomyces cerevisiae
utilizaram 11 ferramentas de andlise de expresgéeuicial. Dentre elaf)ESeq2foi
considerada uma das 5 melhores ferramentas, umgueez capaz de controlar o indice
de falsos positivos, mantendo-o perto ou abaixo5%e (conforme utilizado neste
trabalho, padj<0,05) independentemente do niumer@éplecas ou do valor limite de
fold change Outra vantagem desta ferramenta € a sua opcégsieacde especificar o
valor limite defold changepara a hipétese nula sendo testada. Neste méelwamenta
testa se o valor medido pardadd changede um determinado gene é consistente em
estar abaixo do valor limite escolhido, do quecsarsistente com zero, fornecendo um
mecanismo natural de incorporar um limite &od change de uma forma
estatisticamente significante.

Assim como para os transcritomas de 9a5c e Tenfectdanbém foram
realizadas analises de correlacdo de Peaesdre as duas réplicas de uma mesma
condicéo, utilizando valores de expressédo por FPK¥g.valores de correlacdo das
réplicas foram sempre acima de 0,9 (Tabela 26)cando que podem ser tratadas
como tal. As plotagens de valores de FPKM entres déplicas e uma mesma condig&do

demonstram a alta correlacao entre as réplicadgwals (Figura 12).

Tabela 26. Valores de correlacdo de Pearson entre as rémlieasma mesma condicdo. Andlise foi
realizada com os valores de FPKM de cada transeito

Cepa Meio -Ezmp)o Valor de correlacdo de Pearson
ias

PWG 5 0,984
Jlal2

PWG 10 0,995

PWG 7 0,991
u24d

PWG 15 0,995

PWG 3 0,999
Fb7

PWG 7 0,999

PWG 3 0,992
3124

PWG 7 0,990

PWG 3 0,926
Hib4

PWG 7 0,955

PWG 3 0,997
Pr8x

PWG 10 0,994
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Figura 12. Graficos de correlacdo entre réplicas da mesnmaic® baseado nos
valores de FPKM transformados em logaritmo na h@s&s graficos correspondem a
correlacdo entre réplicas de transcritomas em P\A&cdpas: J1al2 inicio (A) e final
(B) da fase exponencial; U24d inicio (C) e fina) (Ia fase exponencial; Fb7 inicio (E)
e final (F) da fase exponencial; 3124 inicio (Gjnal (H) da fase exponencial; Hib4
inicio (1) e final (J) da fase exponencial; Pr8icia (K) e final (L) da fase exponencial.

Com os valores de FPKM, transformados em loglGopdes os transcritomas
analisados foram gerados dbsatmapsum separado por réplicas (Figura 13) e outro
com valores médios de cada condicdo (Figura E&fas analises incluiram os
transcritomas de 9a5c e Temeculal obtidos do onestdo em meio PWG para
comparacao com os transcritomas das outras seis.cep

O heatmapbaseado nos valores de cada réplica separadamesteou que as
cepas Fb7, J1al2, Pr8x e Hib4 tiveram todos os tsanscritomas agrupados lado a

lado, inclusive separados de acordo com a mesneadascrescimento (Figura 13).
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Entretanto, as cepas 9a5c, U24d, 3124 e Temecéta$aguiram o mesmo padrao. Em
alguns casos, as réplicas de mesma fase do crescisgeemantiveram agrupadas, como
para as cepas 9a5c e 3124. Ja na cepa U24d, uméptieas de inicio do crescimento
agrupou-se distante do grupo de outras réplicasy@@ma cepa. Os transcritomas de
Temeculal, a Unica cepa norte-americana e da sdedpstidiosa apresentaram
localizagbes isoladas dos grupos maiores, compmmiaa com “grupo externo”. Os
dois transcritomas de inicio de crescimento de Tetaé localizaram-se externamente
ao grupo de todos os transcritomas de Hib4 e dasaenicial das cepas 9a5c e 3124. A
primeira réplica do transcritoma de Temeculal sa fsnal comportou-se com “grupo
externo” ao grupo contendo todos os transcritoneaBr8x, trés réplicas de U24d e os
transcritomas de fase final de 9a5c. Ja a seguépliaa do transcritoma de Temeculal
na fase final posicionou-se externamente ao grgptendo todos os transcritomas de
Fb7, os transcritomas de 3124 na fase final e @plica do transcritoma de inicio do
crescimento de U24d. Os transcritomas da cepa Jbed/2d os que mostraram maior
diferenca em relac@o aos outros, uma vez que abzlm@m isoladamente em um Unico
grupo (Figura 13). De modo geral, foi possivel olbse uma coeréncia nos
agrupamentos das réplicas baseados nos valoreBKM,Fuma vez que quase todas
elas foram encontradas proximas, corroborandotos @hlores de correlacéo.

O heatmapbaseado nos valores médios (logl0) de FPKM de caddicédo
mostrou um agrupamento das condi¢cdes similar aeraédo ncheatmapanterior. As
cepas Fb7, J1al2, Hib4 e Pr8x apresentaram seasritamas de inicio e final do
crescimento agrupados lado a lado. As cepas 98324 tiveram 0s transcritomas de
inicio do crescimento posicionados em um mesmoagrpr outro lado, o transcritoma
da cepa 9a5c no final do crescimento agrupou cata oepa U24d, também da fase
final do crescimento. Ja a condicdo de fase ina#alJ24d agrupou-se com a de fase
final de 3124, tendo a condicdo de Temeculal emffaal localizada proxima. Ainda,
Temeculal teve sua condicdo de inicio do crescontrdalizada externamente ao

grupo que inclui Hib4 (Figura 14).
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Figura 13. Heatmap com valores de FPKM em logl0 de todas as réplicasagl
condi¢cdes analisadas em todas as cepds colunas representam o0s transcritomas,
devidamente nomeadas. As linhas representam cada ayalisado (1341 genes). O
dendrograma no topo da figura mostra o agrupanwwgdranscritomas em questao. O
gréafico na parte superior direita da figura repnés@ma gradacao de cores baseando-se
nos valores de FPKM, sendo que na escala quan®pr@iimo do vermelho menor a
expressao e, quanto mais proximo do branco maiexpaessdo. Para a geracédo da
imagem foi usada a funcéeatmap.2lo pacoteplotsutilizando a plataformR.
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Figura 14. Heatmap com as médias dos valores de FPKM em logl0 de todas
réplicas para cada condicdo analisada em todas aspas.As colunas representam as
condi¢cbes, devidamente nomeadas. As linhas repaesectada gene analisado (1341
genes). O dendrograma no topo da figura mostrargpamento das condi¢cdes em
guestdo. O grafico na parte superior direita darfigepresenta uma gradacao de cores
baseando-se nos valores médios de FPKM, sendoagescala quanto mais proximo do
vermelho menor a expressao e, quanto mais proxarirahco maior a expressao. Para
a geracdo da imagem foi usada a funb@atmap.2do pacotegplots utilizando a
plataformaR.
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4.15. Andlise dos transcritomas baseada nos valores FPKM

4.15.1. Panorama da expressédo génica das sejgas

As listas de genes e seus respectivos valoregplessdo em FPKM (dados néo
apresentados) para cada transcritoma foram devidaroedenadas e os genes divididos
em quatro categorias (Tabela 27) de acordo comvaitede valores de FPKM. Assim
como observado nos transcritomas de 9a5c e Teme@ulztegoria mais representada
foi a de genes com FPKM entre 100 e O, evidenciamma® a maioria dos genes
apresenta baixa expressao (45,6 — 76,6%).

Genes com valores de expresséao igual a zero tarfdsdm observados nestes
transcritomas (5,9 — 13,3%). Dentre esses gentgg) asgrande maioria dos genes de
tRNAs, pois, como mencionado anteriormente, tanstritos sdo perdidos durante o
procedimento de preparacéo das bibliotecas. Ebsernacdes confirmam a completa
auséncia de contaminacdo com DNA nas preparacdeblddotal que foram utilizadas
no RNA-Seq.

Também como observado anteriormente (parte A, #eml), sequéncias de
rRNAs foram detectados com baixissima expressapaermos transcritomas. Conforme
ja mencionado, o parametro utilizado no mapeamestmite a contagem do fragmento
apenas caso ele mapeie exclusivamente em um (ogabdo genoma. Uma vez que
também observamos altos valores de porcentagensmpeamento das sequéncias em
um unico local no genoma em todos o0s transcritdB8&& - 93,9%), pode-se considerar
a deplecado de rRNA satisfatéria (Tabela 27).

A maioria dos genes encontrados com expressao &gmafo sdo aqueles com
func&o hipotética ou provenientes de regifes d&ago§, assim como verificado para
0s transcritomas analisados na parte A (item 4.A/hle lembrar que o conteudo de
fagos nos diferentes genomas varia em numero eagdo de genes (Santana, 2012).
Novamente, podemos sugerir que tais genes possmtdnfazem parte de regides
remanescentes de fagos incompletos e inativos, ranfmderiam eventualmente ser
expressos em outras condi¢coes de cultivo. Entgtalguns genes relacionados a fagos
apresentaram valores positivos de expressao poMFK todos os transcritomas.
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Destacamos a observacdo de que genes codificadiaretoxina Zonula
occludengZot) também néo estdo expressos nas cepas 3124 e Bhip#h, @mo visto
em Temeculal. Nas outras cepas, todos 0s gene&gqi@stariam expressos.

Nas cepas de citros U24d e Jlal2, os genes pardNAgorimase e para a
proteina VirD4 também foram encontrados silenciadesim como em 9a5c. Um gene
codificador de uma flavodoxina multimérida/(bA) foi encontrado com expressao zero
em U24d. Ja na cepa Jlal2, dois genes para suthesida protease Clp e dois genes
para proteinas de montagem do pilus longdA) ndo estdo expressos. Entretanto,
outras duas copias @A mostraram-se fracamente expressas. Na outra eepi&ras,
Fb7, genes de proteinas de exportacdo de grupo @ame acetiltransferases foram
encontrados silenciados.

Assim como visto para a cepa U24d, as cepas 3P28xemostraram expressao
zero para o gene da flavodoxina multimerivdri§”A). Na cepa 3124, genes de uma
possivel hemaglutinina e de uma metilase de DNAas#&0 expressos. Ja em Pr8x, um
gene de uma permease para arabinose e outro des&Té&lacionada a fatores de
elongacao da traducéo estariam silenciados.

Na cepa Hib4 foi observado que genes codificadoiesacetiltransferases,
proteinas de biossintese de grupo heme, glicasitferases, uma esterase predita, uma
metilase envolvida na biossintese de ubiquinonaetaloproteases dependentes de
zinco (elastase) também nédo estdo expressos. Poutras duas copias de elastases
estariam expressas. Por fim, genes da proteinatdedio do pilus longd{IT) e uma
hemaglutinina também apresentaram valores de es§uéguais a zero.

As cepas que tiveram seus transcritomas sequesciadceto a cepa 3124,
possuem plasmideos (Pierry, 2012; Santana, 201R2).séquéncias obtidas nos
transcritomas também foram mapeadas contra asrsegsi€lestes plasmideos e o nivel
de expressdo desses genes foi classificado baseadwalores de FPKM. A grande
maioria dos genes mostrou altos valores de exmremsatodas as condi¢cdes e cepas,
concentrando-se nas categorias “acima de 10.00€)itee 10.000 e 1.000” (Tabela 28).
A alta expressdo destes genes pode estar relaaicamchimero de copias destes
plasmideos.

Nos plasmideos pXF27 (J1al2), pXF39 (Pr8x) e namstritomas da fase
inicial em pXF64 (Hib4) a categoria mais represeatéoi a de genes com FPKM

maiores que 10.000. Enquanto isso, 0s outros pliesrsie os transcritomas de fase
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final em pXF64, a categoria com maior niumero deegdoi a de genes com FPKM
entre 10.000 e 1.000 (Tabela 28).

Quase todos os genes dos plasmideos foram enamtrach valores de FPKM
diferentes de zero, com algumas excecfes (TabglaN2BpXF39 da cepa Fb7 foi
anotado o ncRNAraJ-II, porém tais transcritos ndo foram detectados ethume dos
transcritomas analisados. Trata-se de um maiisroegulatorio encontradim silico em
proteobactérias, porém ainda sem funcgéo definideir(vérget al, 2010). Os outros
poucos genes com expressao igual a zero sédo adeg com funcdes hipotéticas.
Alguns deles se repetem nos transcritomas da megma como por exemplo, o
primeiro gene do pXF51 de U24d, os genes 50 e 52Xf®4, e o0 genes 1, 21 e 57 do
pXF39 de Pr8x.
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Tabela 27.Numero de genes contabilizados por faixa de valdesFPKM e porcentagem de genes expressos enraaskaitoma.
Cepa | Tempo (dias)  Total de genes*  >10.000  Entre 000 e 1.000 Entre 1.000 e 100 Entre 100 e 0 Zero Genes expressos (%)  Réplica
2784 9 89 929 1422 335 88,0 1
> 2784 11 104 901 1434 334 88,0 2
Jialz 2784 2 64 767 1621 330 88,1 1
10 2784 4 30 709 1697 344 87,6 2
2623 5 32 691 1711 184 93,0 1
! 2623 4 16 388 1996 219 91,7 2
v2ad 2623 9 63 987 1410 154 94,1 5
o 2623 6 45 759 1651 162 93,8 6
2659 4 87 611 1706 251 90,6 1
3 2659 4 74 552 1819 209 92,1 2
Fb7 2659 3 35 340 2037 243 90,9 1
! 2659 4 38 474 1979 162 93,9 2
2674 6 95 735 1578 260 90,3 1
® 2674 8 98 772 1540 256 90,4 2
3124 2674 3 40 510 1836 285 89,3 1
! 2674 3 35 530 1840 266 90,1 2
2765 8 89 808 1504 356 87,1 2
) ® 2765 10 117 949 1321 368 86,2 3
Hib 2765 10 126 929 1356 344 87,1 3
! 2765 6 130 1003 1262 364 86,4 4
2603 12 72 811 1506 202 92,2 1
3 2603 11 70 738 1563 221 91,5 2
Prex 2603 8 70 784 1531 210 91,9 1
10 2603 6 36 686 1672 203 92,2 2

*total de genes analisado, subtraindo-se negjde rRNAs e tRNASgenes com valor zero de RPKM, subtraindo-se ossga@eRNAS e tRNAs.
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Tabela 28.Numero de genes dos plasmideos indicados comtatbils por faixa de valores de FPKM, e
porcentagem de genes expressos.

_ Tempo Total Entre  Entre Entre Genes o
Plasmideo (dias) de >10.000 10.000 1.000 100 e 0 Zero expressos Réplica
genes e 1.000 e 100 (%)
38 31 6 1 0 0 100 1
pXF27 > 38 26 11 1 0 0 100 2
(J1a12) 10 38 30 1 0 0 100 1
38 28 9 0 0 1 97,4 2
73 25 42 5 0 1 98,6 1
pXF51 > 73 27 38 7 0 1 98,6 2
(J1al2) 10 73 29 38 6 0 0 100 1
73 26 40 7 0 0 100 2
70 27 40 1 1 1 98,6 1
pXF51 ! 70 32 35 1 0 2 97,1 2
(U24d) 15 70 29 38 2 0 1 98,6 5
70 26 41 2 0 1 98,6 6
51 21 26 3 0 1 98,0 1
pXF39 3 51 21 26 3 0 1 98,0 2
(Fb7) 7 51 23 25 2 0 1 98,0 1
51 23 27 0 0 1 98,0 2
67 33 29 3 0 2 97,0 2
pXF64 3 67 32 30 3 0 2 97,0 3
(Hib4) 7 67 28 34 3 0 2 97,0 3
67 30 33 2 0 2 97,0 4
3 57 32 20 3 0 2 96,5 1
pXF39 57 33 20 2 0 2 96,5 2
(Pr8x) 10 57 32 22 0 0 3 94,7 1
57 35 19 1 0 2 96,5 2

4.15.2. Descricao dos genes mais expressos

A partir das listas de genes e seus respectivaweglde expressao génica
normalizados por FPKM foram destacados os dez gerwés expressos em todas as
condicdes e réplicas das seis cepas em questaald$ a9 e 30).

Em quase todos os transcritomas 0 gene que aprasemhior expressao
codifica para 0 ncRNA da endoribonucled&®Base P(Altman, 2011) assim como
observado para os transcritomas das cepas 9a5uectlial (item 4.7.2). As excecdes
foram as duas réplicas dos transcritomas de fas¢ dio crescimento em Hib4, nos
guais o0 gene mais expresso codifica uma colicii@®0263). O ncRNA d&kNase P
foi encontrado, respectivamente, nas 62 e 22 msidds ordenamentos das réplicas 1 e
2 de Hib4.
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O ncRNA 6S também foi encontrado nas dez primgicasscdes em 18 dos 24
transcritomas analisados. As excecdes foram damsdritomas de fase inicial (um em
J1lal2 e um em 3124) e todos os transcritomas d4. Hibstes, sua posicdo no
ranqueamento variou de 112 até 472. Por se tratamdRNA relacionado a mudanca da
fase exponencial para a fase estacionaria, em gleralcupa posicdes mais altas nos
rankingsde FPKM dos transcritomas do final do crescimea$sjm como visto para as
cepas 9a5c e Temeculal.

De modo similar ao observado com os transcritoree@a@éc e Temeculal (Parte
4.7.2), em todos os 24 transcritomas analisad@o esirios genes codificadores de
bacteriocinas. Entre eles estdo os ortdlogos dectificinas V descritas no genoma de
X. fastidiosa(XF0262, XF0263 e XF0264) (Simpsenal, 2000), sendo que a XF0263
figura na primeira posicdo deankingsdos transcritomas do final do crescimento em
Hib4. Também procuramos a identidade dos genesd@dm®icomo hipotéticos e estes
codificam vérias novas microcinas preditas em gersodeX. fastidiosa(Rodrigo R.
Duarte e Aline M. da Silva, dados ndo publicad#dgm daquelas indicadas nos
transcritomas de Temeculal e 9a5c foram detectadmnscritos de
bacteriocinas/microcinagxclusivas das cepas Jlal2, 3124 e Fb7. Desta ,forma
modificamos a anotacdo destes genes para “bacteriodd observagdo de que o
arsenal de toxinas expressos nas cepas 9a5c e Ulainéembém é abundantemente
encontrado em outras seis cepa¥Xdfastidiosag um forte indicio de que esta pode ser
uma caracteristica importante e comum neste fibgeao. Isto sugere um
comportamento agressivo desta bactéria em seusgsnigiurais, para disputar recursos
(espaco e nutrientes) com outros microrganismaoseptes nos seus hospedeiros e/ou
vetores.

Outra caracteristica comum entre todas as cepagteccdo do gene de
Ax21/0Omp1X nas primeiras posi¢cdes aaskingsde FPKM dos transcritomas das seis
cepas, principalmente com maior expressao no idiicrescimento.

Outros genes também encontrados entre 0os dez xpaiessos em todos 0s
transcritomas codificam proteinas relacionadagrasses, sejam &sld shock proteins
ou aheat shock protein Hsp2@enes de proteinas de membrana externa, como a
OmpW também estdo entre 0os mais expressos em todaepas e condigcdes.
Bacterioferritinas foram encontradas altamente esgas nos transcritomas das cepas
Jlal2, U24d, Fb7 e 3124, assim como haviam sidasveam 9a5c e Temeculal. Além

disso, as cepas J1lal2 e Fb7 apresentaram em comltaneapressao de genes de uma
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cisteina protease e de duas subunidades da praa&epP e ClpX). O gene de uma
peroxiredoxina esta entre os dez mais expressodled?. J4 em Fb7, trés genes de
proteinas ribossomais, um de uma lisozima, um da peptidase e dois genes de
lipases (especificamente no final do crescimengifice abundantemente expressos.
Mais uma vez, genes com funcao hipotética tambereapm altamente expressos em
varios dos transcritomas, 0s quais poderdo seisadat em futuros estudos (Tabelas
29 e 30).

Os genes dos plasmideos de todas as cepas tamta@mranqueados baseados
em seus valores de FPKM (Tabela S12). O plasmidédp de U24d apresentou o
gene 37, o qual codifica uma proteina relacionadtagms, sempre na primeira
colocacao em todos os transcritomas desta cepautdss genes observados entre 0s
dez primeiros do ranking codificam hidrolases putativas, protein¥irB5,
transglicosilases, uma proteina de regulacdo traistal e a proteinaTrbJ
(relacionada a transferéncia conjugativa) (Tab&R).S

A cepa Jlal2 apresenta dois plasmideos, o pXF@87p¥F51. O primeiro
mostrou alta expresséo dos genes 13 (proteinastbimsi de secrecao do tipo 1V) e 23
(funcéo hipotética) nos transcritomas de iniciccoEscimento. Ja nos transcritomas do
seu final, o gene 8 (funcdo hipotética) foi o pimmecolocado nogankings,seguido
também pelo gene 23. Outros genes altamente egpresdificam proteina inibidora de
crescimento (provavelmente uma toxina para manatemp plasmideo na célula),
proteinas do sistema de secrecdo do tipo IV epomases. No pXF51, o gene 37
(proteina com funcdo hipotética) foi o primeiroam@ldo em todos os transcritomas
desta cepa. Os outros genes observados entre osateexpressos no pXF51 da cepa
Jl1lal2 codificam para a proteivimB5, uma proteina relacionada a fagos e uma proteina
de regulacao transcricional (Tabela S12).

No plasmideo encontrado cepa Fb7, o gene 37 (paotelacionada a fagos) foi
encontrado como mais expresso em todos os tramsast desta cepa. O segundo
colocado codifica uma metil-ester carboxilesterasguido de diversos genes com
funcdo hipotética, reguladores transcricionaistgina da familigParB, a interferase
MazF e a proteinalrbJ (Tabela S12). No plasmideo pXF39 da cepa Pr8x e ¢&n
(funcdo hipotética) foi encontrado como mais exgweem todos as condigbes
analisadas nesta cepa. Outros genes observadaengsimeiras posi¢des codificam
para proteinas do sistema de secrecao do tipooip@VirB2, VirB3, VirB5e VirD2,

além de reguladores transcricionais, proteinasicgladas a fagos e diversas proteinas
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hipotéticas (Tabela S12). Finalmente, o pXF64 daackib4 apresentou o gene 4
(funcdo hipotética) como mais expresso nos traoscas da fase inicial de
crescimento. Ja nos transcritomas de final do enesto, o gene 35 (aciltransferase) e
0 42 (funcéo hipotética) foram encontrados na pran@osi¢cao nas réplicas analisadas.
Genes codificando para proteinas hipotéticas, imade relacionadas a fagos,
recombinases e aciltransferases também figurane @strdez genes mais expressos
(Tabela S12).
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Tabela 29.Lista dos dez genes mais expressos nos transastdas cepas J1al2, U24d e Fb7, baseando-se ess\wddd-PKM.
Tempo
Cepa P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(dias)
Bacteriocina Cold shock Bacteriocina Bacteriocina  Hipotética Ax21 Bacterio-
RN P . o
. ase Omp W (XF1217)  proteins (XF1218) 65 RNA (11430) (XF1287)  (XF1803) ferritina
RNase P Bacteriocina  Bacteriocina Cold shock Ax21 Bacteriocina omp W Colicina V Bacteriocina  Hipotética
(11430) (XF1305) proteins (XF1803) (XF1217) P (XF0263) (XF1218) (XF1255)
Jlal2 Cold shock  Hipotética Hipotética Bacterio- Bacteriocina Cysteine Clp protease
RNase P 6S RNA proteins (XF1255) (XF1287) ferritina Omp W (XF1217) protease subunit ClpP
10 RNase P Colicina V 6S RNA Hipotética Heat shock Cold shock regﬁllstory Bacterio- Peroxiredo-  Bacteriocina
(XF0262) (XF1255)  protein Hsp20 proteins subunit ClpX ferritina xina (XF1217)
RNase P Colicina V Colicina V 6S RNA Hipotética Bacteriocina  Hipotética Bacteriocina Bacteriocina Bacteriocina
; (XF0263) (XF0264) (1759) (XF1305) (1480) (XF1217) (XF1306)  (XF1307_2)
RNase P 6S RNA Colicina V Colicina V Bacteriocina Hipotética Ax21 Bacteriocina Bacteriocina  Hipotética
(XF0263) (XF0264) (XF1305) (1759) (XF1803) (XF1306) (XF1217) (1480)
u24d Colicina V Colicina V Hipotética Bacteriocina Bacterio- Bacteriocina Bacteriocina
RN P .
ase 65 RNA (XF0264)  (XF0263) (1759) (XF1217) ferritina OmpW (XF1306)  (XF1305)
15 RNase P 6S RNA Colicina V Colicina V Hipotética Hipotética Bacterio- Bacteriocina Hez::)tzl:r(])ck Bacteriocina
(XF0263) (XF0264) (1759) (1480) ferritina (XF1217) II)—IspZO (XF1306)
Cold shock Ax21 Bacterio- Proteina Cysteine Hipotética Proteina
RNase P . . Omp ribossomal y 6S RNA P ribossomal
protein (XF1803) ferritina protease (111798)
3 S13P S3P
. o . Proteina Proteina
RNase P Co':ltse T::Ck (XﬁﬁtS) 6S RNA Oomp Cr):;:aeallzg Tﬁ??g;? ?:ﬁ?ﬁ:g- ribossomal ribossomal
Fb7 P P S3P S13P
Colicina V Secretory Hipotética . Cold shock Secretory Cysteine
RNase P 65 RNA (XF0262) lipase Lysozyme (111798) Peptidase protein lipase protease
/ Cold shock  Colicina V Hipotética Clp protease Clp protease Proteina Cysteine
RNase P 65 RNA protein (XF0262) (111798) Lysozyme subunit ClpX  subunit ClpP fibossomal protease

L29
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Tabela 30.Lista dos dez genes mais expressos nos transastdas cepas 3124, Hib4 e Pr8x, baseando-se eras/d® FPKM.
Cepa cMPO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(dias)
RNase P ColicinaV  Hipotética Ax21 Bacteriocina  Cold shock Hipotética OmpW Bacteriocina  Bacterio-
3 (XF0263) (1481) (XF1803) (XF1217) proteins (1207) (XF1218) ferritina
RNase P ColicinaV  Cold shock Ax21 Bacteriocina  Hipotética Hipotética  Bacteriocina 6S RNA Bacteriocina
3124 (XF0263) proteins (XF1803) (XF1217) (1481) (1207) (XF1218) (1802)
RNase P Colicina V 6S RNA Hipotética Bacteriocina Bacteriocina  Hipotética Cold shock Bacterio- Bacteriocina
7 (XF0263) (1207) (XF1217) (1802) (236) proteins ferritina (XF1305)
ColicinaV  Hipotética Hipotética Bacteriocina Bacteriocina ColicinaV  Bacteriocina
RNase P xF0263) 8207) 65 RNA I?236) (1802) oFi217) O™PW xFo262)  (xF1305)
RNase P Colicina V Ax21 Bacteriocina Bacteriocina OmpW Cold shock Bacteriocina Bacteriocina Bacteriocina
3 (XF0263)  (XF1803) (XF1217) (XF1218) proteins (XF1305) (XF1306) (XF1219)
RNase P Colicina V Ax21 Bacteriocina Bacteriocina OmpW Cold shock Bacteriocina Colicina V Hipotética
Hiba (XF0263)  (XF1803) (XF1217) (XF1218) proteins (XF1305) (XF0264) (989)
ColicinaV  ColicinaV Cold shock Bacteriocina Bacteriocina RNase P Acyl carrier  Bacteriocina Bacteriocina Bacteriocina
(XF0263) (XF0264) proteins (XF1217) (XF1218) protein (XF1219) (XF1306) (XF1305)
! Colicina V RNase P ColicinaV  Bacteriocina Bacteriocina  Cold shock Bacteriocina Ax21 Bacteriocina Bacteriocina
(XF0263) (XF0264) (XF1217) (XF1218) proteins  (XF1307_2)  (XF1803) (XF1219) (XF1306)
ColicinaV  Hipotética Bacteriocina Ax21 ColicinaV  Bacteriocina Bacteriocina
3 RNase P (XF0263) (1189) (XF1217) OmpW (XF1803) (XF0264) (XF1305) (XF1218) 6S RNA
ColicinaV  Hipotética  Colicina V Bacteriocina Ax21 Bacteriocina Cold shock
oy RNase P wro263)  (1189) (XF0264)  (XF1217) 65 RNA OmpW (XF1803)  (XF1305)  proteins
RNase P Colicina V 6S RNA Hipotética Bacteriocina Bacteriocina OmpW Cold shock Bacteriocina Colicina V
(XF0263) (1189) (XF1305) (XF1217) proteins  (XF1307_2)  (XF0264)
10 RNase P ColicinaV  Colicina V 6S RNA Hipotética Bacteriocina Bacteriocina Bacteriocina Bacteriocina Cold shock
(XF0263)  (XF0264) (1189) (XF1305) (XF1217)  (XF1307_2) (XF1306) proteins
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4.15.3. Analise de rotas metabdlicas expressas

Assim como realizado para os transcritomas dasscepac e Temeculal (item
4.7.3), os valores de expressdo génica normalizgahvsa FPKM de todos os
transcritomas das seis cepas descritos nestagatise, também foram submetidos a
analises de rotas metabdlicas ativas, utilizandoftwvare MinPathOs genes utilizados
nesta analise apresentaram valores de expres$aekdé maiores que 10, sendo que a
notagcao “1” significa presenga da rota naquelestiatoma e “0” significa a sua
auséncia (Tabela S13).

A maioria das observacdes encontradas na anaseapas da parte A também
foi vista na analise das outras seis cepas da Bam®strando que as principais rotas
metabdlicas de sobrevivéncia e manutencdo da \8tho gresentes em todas elas
(Tabela S13). Isto significa que nenhuma cepa sagdi teria alguma deficiéncia
importante no metabolismo celular que possa pregudi seu adequado crescimento.

As rotas relacionadas a obtencdo de energia, niistabode carboidratos,
manutencdo e transmissdo da informacdo genéticaabaliemo de purinas e
pirimidinas, exportacao de proteinas e outras masansporte de moléculas, formacao
de membranas e parede celular, metabolismo de ig&smcoenzimas, nitrogénio e
enxofre, biossintese e metabolismo de alguns aciohus estdo presentes e ativas nas
cepas analisadas.

Da mesma forma, rotas metabdlicas que foram camrslds inativas nas cepas
9a5c e Temeculal também foram detectadas nos ritansxs das outras seis cepas.
Dentre elas, o metabolismo de inositol, galactagécares presentes em nucleotideos,
além das rotas de metabolismo e degradacdo dosb@&idos glutamato, cisteina,
tirosina, valina, leucina, isoleucina e lisina.

Entretanto, algumas particularidades puderam seservddas. A rota para o
metabolismo de triptofano foi vista inativa em cuasdos os transcritomas, com
excecdo de uma réplica de U24d_15d e uma réplicR1@d4_ 7d. Nestes mesmos
transcritomas, a rota para o metabolismo de md@rubservada inativa, enquanto que
foi vista ativa nos outros transcritomas. Esta neestacdo também pode ser observada
em alguns transcritomas da cepa 9a5c, descritan@ A. No transcritoma de uma das
réplicas de U24d_7d a rota de metabolismo de eexofistrou-se inativa.

As rotas metabdlicas observadas nos transcritomasepla Fb7 foram as que

apresentaram um maior numero de diferencas emacelags outros transcritomas. A
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rota de degradacao déglicano mostrou-se inativa em Fb7 e ativa nasasutepas.
Entretanto, a rota de degradacédo de estruturasicdam@s mostrou-se ativa em Fb7 e
inativa nos outros transcritomas. Apesar de sergpazes de degradar estruturas de
glicanos, os genes para a rota de sua biossinp@sentemente estdo ausentes nesta
cepa. Além disso, as rotas para biossintese dmaeatle alcaldides também estariam
ausentes nesta cepa. A rota relacionada ao sigdensecrecdo do tipo IV n&o foi
encontrada em Fb7 e Pr8x. Estas mesmas duas eaplén diferiram das outras ao
apresentarem a rota de resisténcia a beta-lactmiica.

Em resumo, a analise de rotas metabdlicas dascejpas deX. fastidiosa
mostrou um perfil metabdlico geral para este fitbgano, no qual as rotas essenciais
para a sua sobrevivéncia nos seus nichos biolégsd® “ativas”. Foi observada alta
concordancia entre as cepas e algumas poucasngdsrebservadas, que nao gerariam
vantagens ou desvantagens significativas a detadaioepa. Vale lembrar que este tipo
de analise leva em consideracdo somente se a st#aatva e ndo diz respeito a
intensidade da expressao génica, a qual seraadwkscomparada a seguir.

4.16. Analises de expressao génica diferencial

A intensidade da expressdo génica foi comparadee evs transcritomas
analisados, utilizando o mesmo padoteSeq2(Love et al, 2014), sendo que os dados
de entrada foram oglores de contagem brutos de quantas sequénci@saman em
cada gene.

Uma vez que para as seis cepas foram sequentradesritomas em um unico
meio de cultivo (PWG), foram realizados apenas duigis de comparacdo. A
nomenclatura dos niveis definida na parte A (itet14 foi mantida: 1) comparacdes
entre transcritomas da mesma cepa, mas em fasgsstemento diferentes, como por
exemplo, entre os transcritomas da cepa JlalZ2icio emno final da fase exponencial;
3) comparacfes entre transcritomas de cepas d#sreporém na mesma fase de
crescimento, como por exemplo, entre o transcritdendlal2 e o transcritoma de Fb7,
ambos do inicio da fase exponencial. No nivel Brfoincluidas as comparagdes entre
0s transcritomas da cepa 9a5c¢ e Temeculal conmsasutias seis cepas.

Assim como nas analises discutidas na parte A,aodnpetros utilizados para

considerar um gene como significativamente difaedémente expresso foram um valor
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de p, ajustado pela correcdo FDRafse Discovery Raje(Benjamini e Hochberg,
1995), menor do que 0,05 e um valor de razao deessfo fold changg maior que 2.
A Tabela 31 apresenta o numero de genes difereraniddé expressos dentro desses
parametros, em cada comparacdo. Os graficos dersigp baseados nos valores de
expressdo média dos genes entre as condicOesadaslimram gerados, mas devido ao
alto nimero de comparagdes realizadas, sera mosiracexemplo deste grafico para

cada nivel (Figura 15).

Tabela 31.Resumo do nimero de genes diferencialmente exysr§ss0,05fold change?2) em todas as

comparacoes.

Wveis | TOIde  Condiggol  Condgaoz  CTTeSDET Genesu Genes DF

genes (c1) (c2) FC>2,0) (cl/c2) comum
2841 Jlal2 PWG 5d Jlal2 PWG_10d 2 (0,07%) 2/0 -
2679 U24d PWG_7d  U24d_PWG_15d 1 (0,04%) 1/0 -
2714 Fb7_PWG_3d Fb7_PWG_7d 14 (0,5%) 10/4 -

! 2729 3124 _PWG_3d 3124 PWG_7d 11 (0,4%) 10/1 -
2822 Hib4_PWG_3d Hib4_PWG_7d 3(0,11%) 3/0 -
2660 Prax_PWG_3d Préx_PWG_10d 0 0 -
2316 9a5c_PWG_3d Jlal2_PWG 5d 63 (2,7%) 44/19 e
2316 9a5c_PWG_10d  Jlal2 PWG_10d 85 (3,7%) 55/30
2536 9a5c_PWG_3d U24d_PWG_7d 4 (0,2%) 1/3
2536 9a5c_PWG_10d  U24d_PWG_15d 5 (0,2%) 0/5 0
2192 9a5¢c_PWG_3d Fb7_PWG_3d 108 (4,9%) 63/45
2192 9a5c_PWG_10d Fb7_PWG_7d 100 (4,6%) 46/54 %9
2284 9a5c_PWG_3d 3124 PWG_3d 42 (1,8%) 32/10
2284 9a5c_PWG_10d 3124 PWG_7d 53 (2,3%) 35/18 3
2206 9a5c_PWG_3d Hib4_PWG_3d 120 (5,4%) 83/37
2206 9a5c_PWG_10d Hib4_PWG_7d 145 (6,6%) 93/52 105
2268 9a5¢c_PWG_3d Prax_PWG_3d 50 (2,2%) 28/22

3 2268 9a5c_ PWG_10d  Pr8x_PWG_10d 63 (2,8%) 29/34 39
2265 U24d_PWG_7d 3124 PWG_3d 76 (3,4%) 48/28 as
2265 U24d_PWG_15d 3124 PWG_7d 69 (3,0%) 37/32
2198 U24d_PWG_7d Fb7_PWG_3d 183 (8,3%) 79/104
2198 U24d_PWG_15d Fb7_PWG_7d 167 (7,6%) 66/101 i
2321 U24d_PWG_7d Jlal2_PWG_5d 94 (4,0%) 55/39
2321 U24d_PWG_15d  Jlal2_PWG_10d 147 (6,3%) 75172 83
2206 U24d_PWG_7d Hib4_PWG_3d 126 (5,7%) 92/34
2206 U24d_PWG_15d Hib4 PWG_7d 263 (11,9%) 137/126 118
2262 U24d_PWG_7d Prax_PWG_3d 42 (1,9%) 25/17
2262 U24d_PWG_15d  Pr8x_PWG_10d 98 (4,3%) 40/58
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1874 U24d_PWG_7d Tem_PWG_3d 129 (6,9%) 79/50

1874 U24d_PWG_15d  Tem_PWG_7d 87 (4,6%) 35/52

2274 Jlal2 PWG 5d 3124 PWG_3d 119 (5,2%) 75144

2274 Jlal2 PWG_10d 3124 PWG_7d 104 (4,6%) R
2186 Jlal2_PWG_5d Fb7_PWG_3d 139 (6,4%) 73/66

2186 Jlal2_ PWG_10d  Fb7_PWG_7d 84 (3,8%) 27/57 09
2199 Jlal2 PWG_5d  Hib4_PWG_3d 179 (8,1%) 104/75 152
2199 Jlal2 PWG_10d  Hib4 PWG_7d 209 (9,5%) 118/91

2249 Jlal2_PWG_5d Pr8x_PWG_3d 95 (4,2%) 48/47

2249 Jlal2_ PWG_10d  Pr8x_PWG_10d 106 (4,7%) EL
1856 Jlal2_PWG_5d Tem_PWG_3d 120 (6,5%) 70/50

1856 Jlal2 PWG_10d  Tem_PWG_7d 60 (3,2%) 25/35 >3
2163 Fb7_PWG_3d 3124 PWG_3d 163 (7,5%) 91/72

2163 Fb7_PWG_7d 3124 PWG_7d 114 (5,3%) T
2117 Fb7_PWG_3d Hib4_PWG_3d 225 (10,6%) 153/72

2117 Fb7_PWG_7d Hib4_PWG_7d 216 (10,2%) 154/62 162
2178 Fb7_PWG_3d Préx_PWG_3d 160 (7,3%) 94/66

2178 Fb7_PWG_7d Pr8x_PWG_10d 142 (6,5%) o630
2192 3124_PWG_3d Hib4_PWG_3d 148 (6,8%) 86/62

2192 3124 PWG_7d Hib4_PWG_7d 185 (8,4%) o
2244 3124_PWG_3d Préx_PWG_3ad 63 (2,8%) 22/41

2244 3124 PWG_7d  Pr8x_PWG_10d 48 (2,1%) 18/30 42
1879 3124_PWG_3d Tem_PWG_3d 118 (6,3%) 56/62

1879 3124 PWG_7d Tem_PWG_7d 58 (3,1%) 16/42 >0
2229 Hib4_PWG_3d Préx_PWG_3d 134 (6,0%) 44190

2229 Hib4_ PWG_7d  Pr8x_PWG_10d 221 (9,9%) 68/153 31
1887 Hib4_PWG_3d Tem_PWG_3d 145 (7,7%) 56/89

1887 Hib4_PWG_7d Tem_PWG_7d 132 (7,0%) w7 2
1872 Préx_PWG_3d Tem_PWG_3d 95 (5,1%) 62/33

1872 Pre8x PWG_10d  Tem PWG_7d 60 (3,2%) .
1799 Tem_PWG_3d Fb7_PWG_3d 206 (11,5%) 91/115

1799 Tem_PWG_7d Fb7_PWG_7d 58 (3,2%) 18/40

*DE: diferencialmente expressabem= Temeculal
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Figura 15. Graficos de dispersdo dos genes analisados em ompacacdo de cada
nivel. No eixo das abscissas estdo os valoresgtessao média; no eixo das ordenadas
estdo os valores de razdo de expressao em logRordss em vermelho representam
genes com valores geajustado menores do que 0,05; 0os pontos em cipzasentam
genes com valores de ajustado maiores que 0,05. Cada grafico represamiza
comparacao: (A) Fb7-PWG-3d e Fb7-PWG-7d; (B) 9a863P3d e J1al2-PWG-5d.

No primeiro nivel de comparacéo, entre transcriomda mesma cepa e em
tempos de crescimento diferentes, foi possivel rebsegpoucos genes considerados
diferencialmente expressos, com os parametrogadidis. A maior quantidade de genes
observada foi na comparacéo entre os transcritolma&epa Fb7, com 14 genes, sendo
10 positivamente regulados no inicio do crescimexfmonencial. O mesmo padréao se
manteve nas comparacfes das outras cepas, comoaanm@dds genes modulados
positivamente na fase inicial. Tais resultados c@woborados com as comparacdes
entre os transcritomas de 9a5c e Temeculal em RWiG, evidenciando que neste
meio rico em nutrientes, o ambiente de cultivo dstéoravel a manutencdo do
crescimento por um periodo prolongado e que navialte de tempo das amostras
analisadas poucas mudancas na expressao génicarfecassarias.

Dentre os genes positivamente regulados no irdoiccrescimento em Fb7,
podemos encontrar genes codificando proteinassaboais, proteinas relacionadas a
transporte, uma proteina para a biossintese ds lpihgo (relacionado a motilidade da
bactéria) e 0 gene Ax21. Interessantemente, dd&dNAs foram encontrados mais
expressos no final do crescimento, a RNaseP e @68$.11 genes diferencialmente
expressos na cepa 3124, 10 mostraram-se mais sapras inicio do crescimento:
genes da DNA polimerase lll, uma RNA polimeras@tginas ribossomais e de um

transportador. Ja na cepa Jlal2, genes de uma &pasiva e de uma proteina com
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funcdo hipotética foram mais expressos no inicio cdescimento. A cepa U24d
apresentou apenas um gene codificando para umaimaohipotética, sendo mais
expresso no inicio do crescimento. Um gene de uwtaipa de membrar@mpW um
gene relacionado a biossintese do pilus longo ecam funcéo hipotética, foram
encontrados positivamente regulados na cepa Hibgepa Pr8x ndo mostrou nenhum
gene diferencialmente expresso dentro dos parasnatifizados.

No terceiro nivel de comparacédo, entre transcrisooha cepas diferentes, foi
observado um alto niumero de genes diferencialmerpessos em todas as 54
comparacdes. Assim como nas comparagfes entre s @ parte A, foram
considerados somente genes ortélogos entre o pagpdes analisado. Examinando um
mesmo par de cepas comparadas, observa-se um maimero de genes
diferencialmente expressos nas comparacdes enamsctitomas de inicio do
crescimento, mais especificamente em 15 pared (tet27). No que diz respeito as
comparacdes com a cepa 9ab5c, quase em todos as foasubservada uma maior
guantidade de genes diferencialmente expressosmalodio crescimento (incluindo a
comparacdo com a cepa Temeculal), com excecaazacacdo com a cepa Fb7. No
caso de Fb7, em todas as comparacbes, maior nlteeigenes diferencialmente
expressos foi sempre observado nas comparacfes teamiscritomas no inicio do
crescimento. Nas outras cepas, ndo foram observpddges, variando entre as
comparacdes com cada cepa. Além disso, um grandeeral de genes foi
diferencialmente expressos desde o inicio atéa €fla fase exponencial, em todas as
comparacdes entre pares de cepas (Tabela 31). Aesiim jA mencionado, 0 meio rico
PWG parece ser um ambiente relativamente estagakeexige poucas mudancgas na
expressao génica durante o crescimento populadiacgtriano. Devido ao alto nimero
de comparacdes e de genes diferencialmente exprassnente 0os genes relacionados a
viruléncia seréo discutidos mais detalhadamentegao seguinte.

Em resumo, foi observado um alto nimero de gerfesedcialmente expressos
nas comparacoes entre transcritomas de cepadasstalém de altos valores de razéao
de expressaofdld changg assim como observado na parte A. Isto sugereague
maiores diferencas entre as cepas ndo estdo néme®Esde NO seu genoma, mas na
regulacdo da expressdo do contetado génico em taspadeterminado ambiente ou

estimulo.
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4.16.1. Analise de genes relacionados a virutém e patogenicidade

A Tabela S14 contém todos os genes diferencialmaeneressos nas
comparacdes entre os transcritomas de todas as @pmisadas, que ja foram
relacionados aos sistemas de viruléncia ja desceioX. fastidiosa(Simpsonet al,
2000; Van Sluy=t al, 2003; Chatterjeet al, 2008).

Dentre as comparacdes do nivel 1, somente as E&gas Hib4 apresentaram
genes relacionados a viruléncia dentre os que fal@imidos como diferencialmente
expressos. Em ambos os casos, um gene relaciondmog@nese do pilus longo
(XF2539 e XF2542, para Fb7 e Hib4, respectivamenianais expresso no inicio do
crescimento (Tabela S14).

Nas andlises de nivel 3, diversos genes de void@oram encontrados entre
todos os pares de cepas, com excecao da comparggd@s transcritomas de inicio do
crescimento das cepas 9a5c e U24d (Tabela S14).

Para melhor visualiza¢do dos resultados, graficospoRadar Chartou Spider
Chart foram confeccionados de duas formas diferentegririeira tem como vértices
as oito cepas que tiveram seus transcritomas adagFigura 16). Cada um ddsarts
representa um sistema de viruléncia, sendo quénlaasl verdes e vermelhas dizem
respeito as comparacbes de transcritomas no inécidinal do crescimento,
respectivamente. Como todas as cepas foram conggaeatre si, um nivel aumentado
no grafico significa que determinada cepa apresemaior expressao daquele sistema
do que outra com a qual foi comparada. Por exengglancontramos um nivel 4 no
chart, aquela cepa teve um maior nimero de genes poséintamegulados a seu favor
do que outras 4 cepas com as quais foi comparaitg@n{on0 e maximo 7). Este tipo de
analise fornece um panorama de expressao destesnass e que ndo leva em
consideragao os genes individualmente e nem sénievale razdo de expressao. Tais
informacg0des estao detalhadas na Tabela S14.
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Figura 16. Graficos do tipo radar chart com os resultados das comparacdes entre as cepas relacdo aos sistemas de viruléncia
analisados.As linhas verdes representam as comparac¢des teaiscritomas no inicio do crescimento exponeneiatjuanto que as linhas
vermelhas representam as comparacfes entre ttansxsi no final do crescimento exponencial. Caddicgraepresenta um sistema de
viruléncia, como segue: (A) Enzimas degradadorgsadede (CWDE), (B) Biogénese do pilus longo, (@gBnese do pilus curto, (D) Goma
fastidiana, (E) Lipopolissacarideos, (F) FuncOemileorias, (G) Adesinas autotransportadoras, (inélisinas, (I) Lipases, (J) Proteases. A
cada nivel aumentado no gréfico significa que agoepa apresentou maior expresséo daquele sistequeedm comparagdo com outra cepa.
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Neste primeiro grupo dRadar charts,foi observado uma maior expressao de
enzimas degradadoras de parede (CWDE) nas cepasdJR2rBx, nas comparacdes do
inicio do crescimento; enquanto isso, Jlal2 e Fr@santam maior expressao nas
comparacdes da fase final (Figura 16A). As cepstamées ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparadas com as outras.

No que diz respeito aos genes relacionados coragiese do pilus longo, as
cepas 3124 e Temeculal apresentaram maior exprdesde sistema do que outras
quatro cepas, nas comparacdes no inicio da fasenempial (Figura 16B). Foram
seguidas pelas cepas 9a5c e Pr8x com 3 niveisaiestale genes para o pilus longo.
Entretanto, nas comparacgdes de final do crescimantepa Pr8x apresentou maiores
niveis, apresentando maior expressao destes gergsedoutras quatro cepas. A cepa
U24d se juntou com a 9a5c na segunda colocacarpdessao destes genes, atingindo
o nivel 3. Tais cepas com maior expressdo de geloegilus longo seriam,
teoricamente, mais moveis do que as outras, defdsocondicbes de crescimento
analisadas.

Enquanto isso, 0s genes para a biogénese do @ilds mostraram maior
expressdo nas cepas Hib4 e Temeculal, nas comearagfie transcritomas do inicio
do crescimento, com 4 niveis cada clwart (Figura 16C). Porém, no final da fase
exponencial, a cepa U24d apresentou maior exprelesiies genes do que outras quatro
cepas, sendo que a cepa Hib4 caiu para 3 niveia-9¢aque a cepa Fb7 ndo apresentou
nenhum nivel para este sistema de pilus curto,ab @gia relacionado a adesédo célula-
célula e célula-substrato, o que corrobora comfeedtipo sem formagéo de grumos
planctdnicos e a auséncia de células aderidassodide cultivo.

A seguir foram analisados 0s genes relacionadas @dformacdo de goma
fastidiana, um produto celular essencial param&géo do biofilme bacteriano. A cepa
que apresentou maior atividade destes genes fob7a €éom 5 e 6 niveis nas
comparacdes de inicio e final da fase exponemnésghectivamente (Figura 16D). Estes
dados estdo de acordo com a alta viscosidade decsi@ias em placas de cultivo,
contrastando com o aspecto seco e aspero de capas de. fastidiosaAléem disso,
nota-se claramente a turbidez no meio liquido dtvau Fb7. A segunda colocacéo
ficou com a cepa Jlal2, a qual também apresertaiscosidade em suas col6nias,
embora ndo seja como a cepa Fb7 (Figura 16D).

Outro fator de viruléncia analisado foi a produd&dipopolissacarideos (LPS).

LPSs sdo componentes da membrana externa, atuanaoprotecdo da célula contra
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substéancias toxicas e como modulador da respostafdsa do hospedeiro (Newmgin
al., 2001). Genes para a producao de LPS foram mpie€sos nas cepas 9a5c e Fb7,
com 4 niveis cada, nas comparagfes entre trampastoa fase inicial do crescimento
exponencial (Figura 16E). Interessantemente, asa®uluas cepas que também
mostraram uma expressdo aumentada destes genasUaral e J1al2, também cepas
isoladas de citros. JA& nas comparacdes de tramsast de final do crescimento
exponencial, Pr8x e Temeculal apresentaram niveichart, embora U24d se
mantenha como a cepa com nivel mais alto (FiguiEd. 16

Uma extensa e diversa categoria de genes impestgdra a viruléncia é a
daqueles relacionados a func¢des regulatdrias, cegudadores transcricionais e fatores
sigma. Nesta categoria, a cepa J1al2 se destas@om@aracdes com as outras cepas,
atingindo os niveis 7 e 6 nas comparacfes de irciomal da fase exponencial,
respectivamente. As outras cepas também mostraspressdes aumentadas em
algumas comparacdes, atingindo até o nivel 4 (R gomparacdes de inicio do
crescimento exponencial) (Figura 16F).

Além das adesinas localizadas nas extremidadespitiokngo e curto,X.
fastidiosaainda apresenta outros genes codificando paraipast adesinas afimbriais,
como hemaglutininas e adesinas da familia dos ranggortadores triméricoXdd)
(Simpsonet al, 2000; Casertaet al, 2010). S&o trés genes codificando para Xads
presentes no genoma dglella e eles mostraram-se mais expressos na cepa Fb7,
atingindo trés niveis tanto nas comparacdes de ifasel como nas de fase final
(Figura 16G). A Unica outra cepa que mostrou egaesumentada de genes para Xads
foi a cepa U24d nas comparagdes de inicio do cnesdo.

Assim como pudemos observar altos valores de ssfoede bacteriocinas e
colicinas em todos os transcritomas analisadobea®lisinas também constituem um
importante grupo de toxinas atuando como fatores vitaléncia amplamente
distribuidos entre bactérias patogénicas Gram-ivegat(Simpsonet al, 2000;
Linhartovaet al, 2010). Genes de hemolisinas mostraram-se maie®qs ha cepa
Fb7, alcancando o nivel 4 tanto nas comparacOdasgeinicial como final (Figura
16H). A cepa 3124 também apresentou expressao #amlaenas comparacdes entre
transcritomas de fase inicial e final.

Outros dois grupos de enzimas que sédo considelagustantes fatores de
viruléncias enX. fastidiosaséo as lipases e proteases. Uma das lipas€sfdstidiosa

ja foi descrita como importante fator de virulénpara este fitopatdgeno (Nascimento
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et al, 2016). Neste estudo foi gerado um mutante palipaze LesA (PD1703 e
XF0357), o qual apresentou viruléncia reduzida exoirsoculado em videiras quando
comparado com a cepa selvagem. Além disso, foiritkesgue esta proteina seria
secretada associada a vesiculas de membrana extecnasequentemente poderia
causar seu efeito toxico em partes da planta destare sua célula de origem. Dessa
forma, lipases estariam associadas diretamenteacpatogenicidade dE. fastidiosa
(Nascimentoet al, 2016). Nas analises dos transcritomas foram tetes genes de
lipases abundantemente expressos na cepa Fbinddirgs niveis maximos naharts
das duas comparacdes (Figura 161). Além de varmseg para lipases estarem
positivamente regulados nesta cepa, ainda foramnaddos altos valores de razéao de
expressao (Tabela S14). Outra cepa com alta ed@orésslipases foi a J1al2, atingindo
0s niveis 5 e 6 nas comparacoes de fase iniciabk fespectivamente. Em relacédo as
cepas restantes, Temeculal também se destacom@dmgvel 3 nas duas comparacdes
(Figura 16l).

As proteases também constituem um importante giepenzimas relacionadas
a viruléncia bacteriana. Elas podem agir diretamamd integridade do tecido do
hospedeiro, atuando na inativacdo de proteinasfésal além de lidar comtornover
de proteinas bacterianas que tenham sido geradassposta as condi¢cdes adversas
encontradas no hospedeiro (Lantz, 1997; Ingmeroad&ted, 2009). Em relacdo aos
genes codificando proteases &infastidiosa(Chenet al, 2008; Leiteet al, 2013;
Zhanget al, 2015; Gouraret al, 2016), foi observada sua alta expressao na dgd2 J
nas comparacdes de inicio da fase exponencialidgegar Fb7 e U24d (Figura 16J).
Entretanto, nas comparagcbes de fase final do onestd, a cepa Fb7 se destaca
atingindo o nivel 6, seguido de J1al2 e 9a5c (Ri¢6d).

O segundo grupo deadar Chartsapresentou como vértices dez categorias de
genes de viruléncia (Figura 17). Neste caso, cadaaschartsrepresenta uma cepa
gue teve seus transcritomas analisados. Novamestehas verdes dizem respeito as
comparacdes de transcritomas no inicio do cres¢oneras vermelhas no seu final.
Dessa forma, sera possivel analisar qualquer madsiggificativa de expressédo de
algum sistema entre as fases do crescimento. @msgde niveis noharté o mesmo
utilizado no primeiro grupo.

A cepa 9abc apresentou um aumento na express@ersks relacionados a
proteases na fase final do crescimento, enquant®d mpde ser observada uma

diminuicdo nas categorias de LPS e genes reguatfffigura 17A). Ja na cepa U24d,
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niveis para biogénese dos pili longo e curto e parproducdo de LPS foram
aumentados no final do crescimento, com diminuigés niveis das categorias de
CWDEs Xads, hemolisinas, lipases e proteases (Figura. WBgpa J1lal2 apresentou
mudancas de niveis com o aumento de CWDEs, goitididas, LPS e lipases, além de
diminuicdes de niveis nas categorias de biogénesglas longo e proteases (Figura
17C). A cepa Fb7 mostrou um aumento de genes oeldos a CWDEs, goma
fastidiana e proteases na fase final do crescimé&mtinetanto, foram observadas quedas
em niveis das categorias relacionadas a LPS e damg@ulatérias (Figura 17D). Na
cepa 3124, mudancas foram vistas no aumento deis mig expressao de hemolisinas e
lipases, embora tenham sido observadas diminuigaescategorias de biogénese do
pilus longo, goma fastidiana, fungbes regulatéeasroteases (Figuras 17E). A cepa
Hib4 foi a que apresentou menos alteracbes entrduas fases do crescimento
exponencial, mostrando somente a queda de ummdwategoria de biogénese do pilus
curto (Figura 17F). Ja a cepa Pr8x mostrou um atoneéa expressdo de CWDEs
biogénese do pilus longo e LPS, com queda nossndeihemolisinas (Figura 17G).
Temeculal mostrou um aumento de genes relacionad@scdes regulatérias e
proteases na fase final do crescimento, emboratsito vista uma diminuicdo nos

niveis de genes para biogénese dos pili longote (kigura 17H).
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Figura 17. Graficos do tipo radar chart com os resultados das comparacdes entre as cepas melacdo aos sistemas de viruléncia
analisados.As linhas verdes representam as comparacdes teatgcritomas no inicio do crescimento, enquant® asl linhas vermelhas
representam as comparacdes entre transcritomasaha@éd crescimento. Cada grafico representa urpa,aomo segue: (A) 9a5c, (B) U24d,
(C) J1al2, (D) Fb7, (E) 3124, (F) Hib4, (G) Pra®) Temeculal. A cada nivel aumentado no graficoisog que aquela cepa apresentou maior
expressao daquele sistema do que em comparacaoutencepa.
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5. Consideracgdes finais

O sequenciamento de transcritomas de diferentes agXylella fastidiosano inicio
e fim da fase exponencial de crescimento no m&o BWG e no meio minimo PIM6
possibilitou uma descricdo abrangente do repertigigenes que é expresso nas diferentes
cepas e condi¢des de cultivo. A tecnologia de RN4-80ostrou-se altamente reprodutivel e
robusta, fornecendo enorme quantidade de dadotndea qualidade, e sem precedentes para
X. fastidiosa Além da definicdo de perfis transcricionais eliaea de expressao diferencial
entre transcritomas, foi possivel utilizar os dadmsados para definir as coordenadas
gendmicas exatas para os transcritos, descreverdoragidoes 5’ e 3’ ndo-traduzidas. Além
disso, as estruturas de operons expressos naggesdnvestigadas também foram definidas
para as cepas 9a5c e Temeculal. Pela primeiraoveedcrito o perfil de SRNAs expressos
por X. fastidiosacepa 9a5c).

Os transcritomas mostraram que a maior parte dossgé transcrita em todas as
cepas, mesmo que seus transcritos sejam poucoatiaadEm todos os transcritomas foram
observados ncRNAs muito abundantes, como os daeRRas do 6S. Outra observagao
interessante foi a elevada expressdo de genes deribainas (colicinas, microcinas,
hemolisinas) sugerindo que mesmo em um cultivavitro, sem a presenca de espécies
competidoras, X. fastidiosaexpressa seu arsenal de toxinas. As principassmitabdlicas
de manutencdo da sobrevivéncia da célula foramn#mactas ativas em todas as cepas e
transcritomas.

Os transcritomas das cepas 9a5c e Temeculal n&&orak crescimento em PIMG6,
um meio que mimetiza a composi¢cao da seiva do gilesvelou um conjunto de genes que
tem relacdo com a caréncia de nutrientes que arimenfrenta no xilema. O crescimento da
populacdo microbiana em PIM6 foi gravemente afetsda escassez nutricional, antecipando
a fase estacionaria e com menor concentracdo celilada assim, nesta condicao foi
observada a expressao de genes que parecem retepars manutencao da sobrevivéncia no
inGspito ambiente do hospedeiro vegetal e/ou detangetor.

As andlises de expressdo diferencial entre os ditommas das duas fases de
crescimento em um mesmo meio evidenciaram que Kessest gerado pela limitacdo
nutricional do meio PIM6 exigiu mudancas mais dcast na expressao génica, devido ao
maior niamero de genes diferencialmente expresssenamos. Além disso, o contato inicial
com este meio estimulou uma maior ativacdo da ¢rm@®. As comparacdes entre 0s

transcritomas em meio PWG ndo mostraram muitas ngadana expressado de seus genes,
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sugerindo que o0 meio rico em nutrientes apresecaadicOes adequadas para o crescimento
desde o inicio do cultivo, as quais ndo sofreranitamualteracbes até o final da fase

exponencial. Quando comparamos transcritomas d&edies meios, foram observadas

maiores diferencas na fase final exponencial, rapdty que o contato inicial com ambos os

meios ativa basicamente os mesmos genes e na n@smsidade, com divergéncias sendo

observadas apds o cultivo prolongado.

As comparacdes entre os transcritomas de diferergpas mostraram que genes
ortélogos respondem de maneiras distintas a umanaeondicdo, evidenciando que
aparentemente sdo regulados de formas diferentes.

A comparacado da expressdo de genes de fatoresrwléneia das cepas dg.
fastidiosa revelou diferencas significativas interessantes.o N@i observada uma
homogeneidade na resposta para estes sistema®y gardcada sistema de viruléncia
analisado se mostrou mais ativo em determinadaascdpm alguns casos foi possivel
correlacionar estas particularidades aos fenotipwekro e virulénciain planta

As andlises dos transcritomas evidenciaram vamoeg candidatos que poderédo ser
futuramente investigados em maior detalhe quanseagapel na biologia e na viruléncia de
X. fastidiosa Além disso, a transcritbmica comparativa expd®reingas relevantes na
regulacéo génica de cepas de hospedeiros vegettirga$ que podem estar relacionadas a
especificidade ao hospedeiro.
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