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ANATOMIA E ULTRAESTRUTURA DO PROCESSO DE INFECCAO DE
Xanthomonas CAUSADORAS DE DOENCAS EM CITROS

RESUMO - Os citros sdo um grupo de espécies vegetais, com alto potencial
produtivo, porém, acometido por varias doencas. Do género de bactérias
Xanthomonas, trés espécies sao patogénicas a citros: Xanthomonas citri subsp. citri,
agente causal do cancro citrico, uma das doencas de maior preocupacao da
citricultura; X. fuscans subsp. aurantifolii tipos B e C, que causam a cancrose; e X.
alfalfae subsp. citrumelonis, responsavel por causar a mancha bacteriana dos citros.
Diante disso, o objetivo desse trabalho foi a analise e descricdo, em nivel anatémico
e ultraestrutural, dos processos de infec¢do de bactérias do género Xanthomonas,
causadoras de doencas em citros, a correlacédo do fendtipo da interacdo XfaC-citros
com o transcriptoma e a andlise dos fatores de viruléncia das estirpes estudadas. O
processo de infeccdo das estirpes Xac306, Xac636, Xac828, Xacm1510, XfaC1632
e XfaC1630 em lima acida ‘Galego’ e/ou laranja doce ‘Hamlin’, foi avaliado em
diferentes periodos de infecgéo, pelas técnicas de microscopia de luz e eletrénicas
de varredura e transmissdo. As seguintes caracteristicas relacionadas a viruléncia
das estirpes foram avaliadas: formacéo in vitro de biofilme, producdo de goma,
motilidade “swimming” e auto agregacgao celular. Os resultados mostraram que
Xac306 € a estirpe mais agressiva dentre as demais, visto pelos sintomas e pela
intensidade das alteragdes anatdmicas no tecido de ‘Hamlin’ e ‘Galego’. O processo
de infeccdo em lima acida ‘Galego’ foi semelhante em todas as estirpes de
Xanthomonas estudadas, pois induziram hiperplasia e hipertrofia, porém, em
diferentes intensidades, sendo que as altera¢cées provocadas pelas estirpes Xac828
e Xacml510 nao resultaram no rompimento da epiderme; todas as estirpes
produziram goma, envolvendo as bactérias e favorecendo a colonizacdo no
ambiente intercelular. A microscopia de luz permitiu identificar alteracbes na
anatomia de lima acida ‘Galego’ infectada e a diferenca de susceptibilidade entre as
variedades de citros inoculadas com Xac306 e estirpes de XfaC. As microscopias
eletrbnicas de varredura e transmissao permitiram a identificacdo de aspectos em
comum as estirpes, independente da variedade citrica. A HR induzida por estirpes
de XfaC foi caracterizada pela microscopia eletrénica de transmissdo. Com a analise
de microscopia, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta entre os testes de
formacado in vitro de biofilme, producdo de goma e motilidade “swimming” das
estirpes. A analise dos dados de transcriptoma revelou que a resposta de defesa de
laranja ‘Hamlin’ contra XfaC foi uma resposta rapida e eficiente que levou a indugao
de HR, que em ultima instancia, conteve a infeccao pela morte celular programada
no local da infeccdo. Esse trabalho ampliou o conhecimento da area sobre o
comportamento de diferentes estirpes de Xanthomonas causadoras de doengas em
citros, fornecendo informacdes sobre sua interagdo com o hospedeiro suscetivel e a
resposta de defesa de XfaC em interagéo incompativel.

Palavras-chave: interacdo planta-patdgeno; cancro citrico; microscopia eletrénica;
patogenicidade; resposta de hipersensibilidade.
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ANATOMY AND ULTRASTRUCTURE OF Xanthomonas INFECTIOUS PROCESS
CAUSING DISEASES IN CITRUS

ABSTRACT - Citrus are a diverse group of plant species, with high yield potential,
but affected by several diseases. The bacteria genus Xanthomonas has three
species pathogenic to citrus: Xanthomonas citri subsp. citri, causal agent of citrus
canker, one of the most important diseases of citrus crop; X. fuscans subsp.
aurantifolii types B and C, causing citrus cancrosis; and X. alfalfae subsp.
citrumelonis, which causes citrus bacterial spot. Therefore, the goal of this work was
to analyze and describe, at the anatomical and ultrastructural level the infectious
processes of Xanthomonas causing diseases in citrus, the correlation of the XfaC-
citrus interaction phenotype with the transcriptome and the comparative analysis of
virulence related factors, in order to elucidate morphophysiological traits of host-
pathogen interaction. The infection process of Xac306, Xac636, Xac828, Xacm1510,
XfaC1632 and XfaC1630 strains in 'Galego’ Mexican lime and 'Hamlin' sweet orange
were evaluated at different points of infection by light microscopy and scanning and
transmission electron microscopy. The following virulence related characteristics of
the strains were evaluated: in vitro biofilm formation, gum production, swimming
motility and cellular auto aggregation. The results showed that Xac306 is the most
aggressive strain among the others, due to the intensity of the symptoms and
anatomical alterations in 'Hamlin' and 'Galego' tissue. The infection process in the
susceptible host ('Galego’ Mexican lime) was similar for all Xanthomonas strains
studied, since they induced hyperplasia and hypertrophy, however in different
intensities, and the alterations caused by Xac828 and Xacm1510 strains did not
result in epidermis rupture; all strains produce gum, involving bacteria and assisting
colonization in the intercellular environment. Light microscopy was able to identify
anatomical alterations in 'Galego’ Mexican lime infected tissue and the susceptibility
differences between citrus varieties inoculated with Xac306 and XfaC strains. The
scanning and transmission electron microscopies was able to identify common traits
to the strains, regardless of the citrus variety. The HR induced by XfaC strains was
characterized by transmission electron microscopy. We could not stablish a direct
relation between the in vitro biofilm formation, gum production and "swimming"
motility of the strains with the microscopy analysis. The transcriptome analysis
revealed that 'Hamlin' defense response against XfaC is a quick and effective
response that led to an HR induction, which ultimately contained the infection, by
programmed cell death at the site of infection. This work expanded our knowledge
about the behavior of different Xanthomonas strains causing citrus diseases,
providing information on its interaction with the susceptible host and the defense
response of XfaC in an incompatible interaction.

Keywords: plant-pathogen interaction; citrus canker; electron microscopy;
pathogenicity; hypersensitivity response.
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hormonal via &cido salicilico (AS), &cido jasménico (AJ) e
etileno (ET) também sdo ativadas e induzem diversas
alteracées. O AS pode induzir diretamente a expresséo de
PRs e ROS e a Resposta Sistémica Adquirida (SAR), que
também pode ser induzida por PRs. Diversas enzimas
participam do reforco da parede celular, também induzidas por
ROS. As ROS geram uma resposta rapida a infeccao e levam
a PCD (morte celular programada) ou a HR (resposta de
hipersensibilidade), para conter a progresséo da
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1. INTRODUCAO

Os citros sdo um grupo de espécies vegetais com alto potencial de producéo,
porém, suscetiveis a varias doencgas. Entre as doencas causadas por bactérias que
afetam essa cultura, estdo as Xanthomonas, um grande género de bactérias Gram-
negativas, predominantemente fitopatogénicas, que causam doencas em centenas
de hospedeiros vegetais, ocasionando perdas de alto impacto econbémico
(BRUNINGS; GABRIEL, 2003; WHITE et al., 2009). Trés sdo as espécies de
Xanthomonas patogénicas de citros: Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), agente
causal do cancro citrico, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipos B (XfaB) e C
(XfaC), que causam a cancrose e, Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (Xacm),
responsavel por causar a mancha bacteriana dos citros (VAUTERIN; RADEMAKER;
SWINGS, 2000; SCHAAD et al., 2006).

O cancro citrico esta entre as doencas de maior preocupacdo para a
citricultura, pois afeta todas as variedades de importancia econémica e ainda nao
existem métodos curativos eficazes para o seu controle (DAS, 2003). Essa doenca
esta presente, atualmente, em 12,92% dos talhdes no parque citricola paulista e
Triangulo Mineiro, com tendéncia ao aumento de incidéncia, o que demonstra a
necessidade de melhor compreender a doenca para a elaboracdo de estratégias
eficazes de controle e cura (FUNDECITRUS, 2017).

Desta forma, com o sequenciamento dos genomas de Xac (DA SILVA et al.,
2002), XfaC (MOREIRA et al.,, 2010) e Xacm (JALAN et al., 2011) foi possivel a
identificacdo de genes envolvidos na patogenicidade, viruléncia e nos mecanismos
moleculares de infeccdo dessas bactérias (BRUNINGS; GABRIEL, 2003;
CERNADAS et al., 2008; LAIA et al., 2009; YAN; WANG, 2012; GOCHEZ et al.,
2015). A colonizacdo de Xanthomonas causadoras de doengas em citros é
inicialmente epifitica. A motilidade do Unico flagelo polar dessas bactérias promove a
entrada do patégeno no mesofilo, através dos estdmatos, hidatédios ou a partir de
feridas, que favorecem a instalacdo da bactéria em locais especificos para a
formacdo de biofilme (DANHORN; FUQUA, 2007; MALAMUD et al.,, 2011). A

bactéria, entdo, injeta atraveés do Sistema de Secrecdo do Tipo 3 (“Type 3 Secretion
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System” - T3SS), vérios efetores de viruléncia para o interior da célula hospedeira,
desencadeando os sintomas da doenca e induzindo a resposta de defesa do
hospedeiro para sua sobrevivéncia no espaco intercelular (BRUNINGS; GABRIEL,
2003; BUTTNER; BONAS, 2010).

O estudo da interacdo planta-patégeno pode ser feito por diversas técnicas
para a compreensdo do processo infeccioso. O uso de técnicas de microscopia para
0 estudo da interacdo Xanthomonas-citros tem sido utilizado em varias espécies
citricas, a fim de auxiliar na compreensédo do processo de infeccdo, com base nas
alteracGes anatdmicas e ultraestruturais (LAWSON, DIELNET, CIVEROLO, 1989;
GALLETI, 2003; LEE et al., 2009; WANG et al., 2011).

Esse trabalho fornece a descricdo comparativa do processo de infeccao de
estirpes de Xanthomonas (306, 636, 828, 1510 e 1632) com diferentes niveis de
agressividade, em um hospedeiro comum susceptivel, a lima &acida ‘Galego’.
Também fornece a comparacédo da infeccdo de Xanthomonas citri subsp. citri estirpe
306 e duas estirpes da bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (1630 e
1632) em variedades contrastantes de citros e a avaliacdo da resposta de defesa
dessas variedades sob infeccdo de XfaC. Além da avaliacdo e comparacdo das
caracteristicas envolvidas na viruléncia de Xanthomonas como formacéo de biofilme,
motilidade, producdo de goma e autoagregacao celular (RIGANO et al., 2007
MALAMUD et al., 2010).



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Analisar e descrever em nivel anatbmico e ultraestrutural os processos de

infeccdo de bactérias de Xanthomonas, causadoras de doencas em citros,

correlacionar o fendtipo da interacdo XfaC-citros com o transcriptoma e analisar os

fatores de viruléncia das estirpes estudadas a fim de elucidar os aspectos

morfofisiolégicos da interacdo planta-patégeno.

2.2.0bjetivos especificos

Analisar a sintomalotogia das estirpes em laranja ‘Hamlin’ e lima &cida
‘Galego’;

Analisar a curva de crescimento in vitro das estirpes;

Analisar e comparar os fatores de viruléncia das estirpes: formacéao in vitro
de biofilme, producdo de goma, motilidade flagelar e capacidade de
agregacao celular;

Analisar, descrever e comparar as caracteristicas estruturais (microscopia
de luz) e ultraestruturais (microscopia eletrénica de varredura e
transmissao) de folhas de laranja doce ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’
infectadas com as bactérias: Xanthomonas citri subsp. citri, estirpe 306 e
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C estirpes 1630 e 1632, em
dois periodos de infecgdo, utilizando como parametro de comparacao
material de plantas sadias;

Analisar, descrever e comparar as caracteristicas estruturais e
ultraestruturais de folhas de lima acida ‘Galego’ infectadas com as
bactérias: Xanthomonas citri subsp. citri, estirpes 306, 636 e 828,
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C estirpe 1632 e

Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis, estirpe 1510, em trés periodos



de infeccdo, utilizando como parametro de comparagdo material de
plantas sadias;

Caracterizar a reacdo de hipersensibilidade (HR), por microscopia
eletrénica de transmissao, em folhas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas com
XfaC1632 e XfaC1630;

Comparar os efetores de viruléncia das estirpes estudadas;

Correlacionar as alteracfes estruturais e ultraestruturais de laranja
‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ infectadas com XfaC, com os dados do

transcriptoma dessas espécies citricas infectadas com XfaC.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Citricultura

3.1.1. Origem e disperséao dos citros

O género Citrus abrange vérias espécies de laranja, liméo, lima e tangerinas.
Juntamente com os kumquats (Fortunella) e os trifoliata (Poncirus), pertencem a
familia Rutaceae, originarios das regides tropicais e subtropicais do continente
asiatico e do arquipélago malaio (ALVES; MELO, 2003; DONADIO; MOURAO
FILHO; MOREIRA, 2005). A dispersdo das plantas citricas permeou a histéria da
humanidade por quase todos os continentes, desde o0s registros dos primeiros
ancestrais (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

Nesse sentido, estudiosos buscam identificar e rastrear o centro de origem e
distribuicdo de diversas espécies cultivadas. Acredita-se que a laranja doce (C.
sinensis (L.) Osbeck) é originaria da Indochina e do Sul da China, chegando até o
Sul da Indonésia. A laranja azeda originou-se no Sul da Asia, possivelmente na
india, enquanto que a lima é&cida (C. aurantiifolia (Christm.) Swingle) é nativa,
provavelmente, do arquipélago do Leste da india (DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005).

A partir de sua dispersdo, os citros alcancaram varias regides no mundo,
adaptando-se em areas tropicais e subtropicais favoraveis a cultura, instalando-se e
permitindo o desenvolvimento de uma agroindustria com mais de sete milhdes de
hectares, distribuidas em centenas de paises (SOBRINHO et al., 2013). Atualmente,
as plantas citricas sdo cultivadas em uma ampla faixa ao redor do mundo,
compreendida entre os paralelos 44° N e 41° S (AGUSTI, 2000), porém as principais
areas produtoras estdo concentradas em regides subtropicais, em latitudes
superiores a 20° N ou 20° S (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

No Brasil, os citros foram introduzidos com a coloniza¢do dos portugueses em

meados do século XVI. Desde entdo, expandiu-se por todo o territdrio, encontrando



6

condigBes favoraveis para o desenvolvimento de uma citricultura forte e sustentavel
(DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

3.1.2. Contexto atual da citricultura no mundo e no Brasil

O género Citrus tem um alto potencial produtivo, sendo considerada uma das
culturas frutiferas mais importantes e com abrangéncia de cultivo. Nos maiores
paises produtores de citros, a citricultura € considerada um importante “commodity”
para o comércio global e de grande valor econdmico, tanto para fruto fresco ou
processado. As regides produtoras mais significativas estdo nas Américas (liderada
pelo Brasil, Estados Unidos, México e Argentina), bacia do Mediterraneo (liderada
pela Espanha, Italia, Egito e Turquia), sul e leste da Asia (liderada pela China, india
e Japao) (TALON, GMITTER, 2008).

O Brasil lidera a produgdo mundial de laranjas desde a década de 1980 e até
hoje se mantém nesta posicao, seguido por Estados Unidos e China (NEVES et al.,
2010; CONAB, 2017). O cinturao citricola, engloba Séo Paulo e Triangulo Mineiro, é
a regido brasileira responsavel por mais de 80% da producéo de laranjas (NEVES et
al., 2010). O Brasil é, também, o maior produtor e exportador de suco de laranjas do
mundo, contribuindo com 60% da producdo mundial (FRANCO et al., 2016).

Dados do comércio mundial de citros divulgados pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (“United States Department of Agriculture” - USDA),
de janeiro de 2018, mostram que o cenario da citricultura mundial ndo é muito
otimista. A previsao para a producdo global de laranjas na safra 2017/18 é de queda
de quatro milhdes de toneladas em relacéo a safra anterior. Do mesmo modo, existe
previsdo de queda de 16% no setor de frutos para processamento, tanto no Brasil
quanto nos Estados Unidos.

A producao global de suco de laranjas também tem previsdo de queda de
16% para a préxima safra (2017/18), atingindo 1,7 milhdes de toneladas métricas,
influenciada pela queda na producgéo brasileira do ano passado. Os Estados Unidos
e a Unido Europeia lideram a previsdo de queda para o consumo, enquanto que a
exportacdo e estoques caem de 8% e 9%, respectivamente, nas producdes

brasileiras e americanas (USDA, 2018).



A previséo para o Brasil, segundo os dados da USDA, é de queda de 15% na
producdo de laranjas, levando a producéo para 17,3 milhdes de toneladas (Figura
1). Isso devido a um ano com baixas expectativas de rendimento e aliado ao clima
desfavoravel, resultou em prejuizo para a floragcdo e producdo de frutos. Apesar
disso, essa queda ainda € menor quando comparada com a producéo de dois anos
atrés. Outros setores também tém previsdo de queda, como 0 processamento de
frutos que pode cair 2,9 milhdes de toneladas, alcancando 12,3 milhdes, a producéo
de suco de laranja para 1,2 milhdes de toneladas e uma queda sutil no consumo de

laranjas frescas.

Producdo de laranjas no Brasil
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Figura 1 — Representacao gréafica da producdo de laranjas no Brasil, nas safras de 2011/12
até 2017/18.
Fonte: baseado nos dados de “Citrus — World Markets and Trade”, USDA.

Em 2011, a citricultura brasileira passou por uma severa crise e alguns fatores
que contribuiram para esse cenario foram a retragdo na demanda europeia, 0S
bloqueios alfandegarios dos EUA e a perda de preferéncia no consumo de suco de
laranja pelo mercado externo. Além disso, a queda do pre¢o das caixas das frutas
levou os produtores ao abandono dos pomares, resultando em problemas
fitossanitarios, com danos irreversiveis e erradicacdo completa de pomares. Apds
esse periodo, houve um ligeiro aumento na producdo, contudo, a pequena reacao

do mercado nao foi suficiente para que o0s produtores se reerguessem, pois



problemas fitossanitarios como o “greening” e cancro citrico ocasionaram perdas
agron6micas e econdmicas irreversiveis para a cultura (CONAB, 2013).

Segundo dados do MAPA, em 2013, um periodo com elevada incidéncia do
cancro citrico, a doenca estava presente em 10 estados brasileiros. Atualmente, o
cancro ainda esta presente nos estados do Parand, Maranhéo e Ceara, contudo, em
outras regides, houve mudanga no “status” da doenga. Algumas regides declararam
encontrar-se em sistema de mitigacdo de risco (MS, MT, RS, SC, SP) e outras,
foram reconhecidas como areas de supressdo ou erradicacdo da doenca (MG e
RR). O cancro citrico continua ausente nos estados de Goias, Bahia e Tocantins. Os
dados dos estados de Rond6nia, Pernambuco, Piaui, Distrito Federal, Acre, Amapa,
Rio Grande do Norte e Alagoas, ainda ndo foram atualizados, e o Para é

considerado uma regido livre da doenca (Figura 2).
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Figura 2 — Mapa dos estados brasileiros mostrando a situagédo do cancro citrico no pais, em
2013 e em 2017.

Fonte: http://www.defesavegetal.net/single-post/2017/05/09/Todos-contra-o-Cancro-
C%C3%ADtrico-no-Brasil.

O Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR) € a mais nova forma de controle do
cancro citrico prevista na Instrucdo Normativa (IN-37) do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), em vigor desde mar¢co de 2017. Através do

SMR, medidas de manejo do pomar sdo adotadas a fim de prevenir a chegada da



doencga ou manté-la em niveis baixos. Entre essas medidas estdo o uso preventivo
com produtos a base de cobre; o plantio de mudas sadias e de variedades
resistentes ao cancro; controle da larva minadora dos citros; uso de quebra-ventos;
e a eliminacdo de frutos com a doenca. Com esse sistema, 0s produtores podem
transitar com frutos sem sintomas provenientes de &reas contaminadas e exporta-los
para paises que estdo de acordo com a adocdo desse sistema (FUNDECITRUS,
2017b).

3.2.0 cancro citrico

O cancro citrico estd entre as doencas de maior impacto econdmico na
citricultura. A doenca tem sido extensivamente estudada e metodologias e produtos
de manejo para erradicacdo continuam em pesquisas (FERENCE et al., 2017). A
provavel regido de origem do cancro citrico esta nas areas subtropicais da Asia,
como sul da China, india e Indonésia (DAS, 2003). No Brasil, o primeiro
aparecimento do cancro foi na década de 1950, na regido da Alta Sorocabana, no
estado de S&o Paulo (BITANCOURT, 1957). Desde entéo, a doenga se espalhou
por varias regiées do pais, causando extensivos danos, principalmente, no cinturdo
citricola, regido de maior producao de citros no pais (OLIVEIRA et al., 2008).

A presenca do cancro citrico nos pomares acarreta em dois principais
problemas econdmicos para 0s citricultores: 0 aumento nos custos de producéo
decorrente do seu manejo integrado ou da erradicacao de plantas e pomares; e as
dificuldades no comércio de frutas frescas para regides livres do patégeno, pois o
cancro citrico € uma “praga quarentenaria” (AMARAL, 2003). Além disso, existe
grande prejuizo econdmico no mercado de frutas frescas, que ndo aceita os frutos
com lesdes cancrosas, depreciando seu valor comercial (DAS, 2003).

O cancro citrico pode causar extensivos danos nos citros e a severidade das
infec¢Bes varia conforme as diferentes espécies, variedades, condi¢des climéticas
predominantes e as medidas de controle adotadas (DAS, 2003). Os sintomas tipicos
do cancro citrico surgem, em geral, nas duas faces foliares, mas podem surgir nos
frutos e, mais raramente, nos ramos, e constituem-se de pequenos pontos salientes

de coloragdo marrom claro, que circundam lesdes do tipo encharcamento “water
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by

soaking” e, a medida que a doenca avanca, aparecem lesbfes maiores e mais
escuras. Em estdgios avancados, as lesdes podem apresentar rachaduras no
centro, resultantes da morte do tecido foliar (Figura 3). Infeccdes severas podem
ocasionar a desfolha, a deformacédo e a queda prematura de frutos (BRUNINGS;
GABRIEL, 2003; MOREIRA et al., 2004).

Figura 3 — Sintomas tipicos de cancro citrico, mostrando necrose e lesdes erumpentes no
ponto de infec¢do, envoltos por clorose e encharcamento em frutos (A), frutos e folhas (B, C)
e ramos (D) de laranjeira.

Fonte: http://www.fundecitrus.com.br/doencas/cancro/7.

A disseminacédo da bactéria ocorre de forma direta, principalmente por chuvas
associadas a ventos, mas também, por contaminacdo em praticas do manejo da
cultura. A penetracdo da bactéria no tecido do hospedeiro ocorre por meio de
aberturas naturais, como estdmatos e hidatédios ou ferimentos, podendo sua
entrada ser facilitada por galerias feitas pela larva minadora dos citros (Phyllocnistis
citrella) (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

A colonizacdo no mesofilo do hospedeiro ocorre de forma pontual, a medida
que o patdgeno se utiliza dos nutrientes do espaco intercelular para sua
multiplicacdo. Nesse processo, produzem enzimas que degradam a parede celular,
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promovem o aumento da permeabilidade e o rompimento da membrana plasmatica,
0 que libera nutrientes para a multiplicagdo bacteriana. Ademais, o patégeno induz
hipertrofia e hiperplasia exacerbada de células do mesofilo. Como resultado, a
epiderme é rompida e a bactéria alcanca a superficie da planta, podendo iniciar
novos ciclos da doenga (BUTTNER; BONAS, 2010; BEHLAU; BELASQUE Jr.,
2014).

3.3.Espécies de Xanthomonas patogénicas a citros

O género Xanthomonas (do grego xanthos: amarelo e monas: entidade)
pertence a familia Xanthomonadaceae e compreende mais de 100 bactérias, quase
exclusivamente fitopatogénicas, que causam doencas em, aproximadamente, 400
hospedeiros vegetais. Entre esses, estdo espécies economicamente importantes
como arroz, pimenta, tomate, cebola, cana-de-agucar, maracuja e citros (RYAN et
al., 2011; ADRIKO et al.,, 2014). Xanthomonas € o género entre as bactérias
fitopatogénicas com a maior gama de hospedeiros e maior especificidade das
estirpes. Cada estirpe em particular € limitada a um pequeno numero de
hospedeiros, tornando esse género ideal para os estudos de especificidade da
interagdo planta-patdgeno (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

As Xanthomonas sdo bactérias Gram-negativas, com formato de bastonetes,
medindo de 0,4 a 0,7 um de largura, 0,7 a 1,8 um de comprimento e com flagelo.
Sao aerodbias obrigatoérias, quimiorganotroéficas, pois utilizam fontes de carbono de
diversos carboidratos para a obtencdo de energia. Sao consideradas patdogenos
hemibiotréficos, porgue inicialmente se alimentam do tecido do hospedeiro, mas com
0 avanco da infec¢do, causam a morte celular vegetal. Sua temperatura 6tima de
crescimento € de 25°C a 30°C e, apresentam coldnias lisas, viscosas e, geralmente,
amarelas. A coloracdo amarela é devido a xantomonadina, um pigmento amarelo
ligado a membrana (Figura 4) (BRADBURY, 1984; BUTTNER; BONAS, 2010).
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Figura 4 — Colbnias de Xanthomonas citri subsp. citri apresentam coloracdo amarelo em
meio solido, devido a presenca de xantomonadida.
Fonte:https://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/CitrusCankerPort.
aspx

As espécies de Xanthomonas que causam doencas em citros S&o:
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B
(XfaB) e tipo C (XfaC), e Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (Xacm). A
Xanthomonas citri subsp. citri causa o cancro citrico asiatico ou tipo A, que € uma
das doencas de maior severidade, abrangéncia de hospedeiros e distribuicdo
geografica em citros (JALAN et al., 2014).

A cancrose dos citros, uma doenga que induz sintomas similares aos do
cancro citrico, é causada pelas Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B
(XfaB) e tipo C (XfaC) (NOCITI et al., 2006; JALAN et al.,, 2014). A XfaB foi
primeiramente identificada na Argentina, em 1923, e estd presente na Argentina,
Paraguai e Uruguai e sua gama de hospedeiros esta restrita aos limbes e limas
acidas (GRAHAM et al., 2004; MOREIRA et al., 2010). Ja a XfaC, foi descrita pela
primeira vez em 1970 e esta presente, exclusivamente, em Séo Paulo (MALAVOLTA
JUNIOR et al., 1984; NOCITI et al., 2006). Em geral, essa bactéria induz a formacéao
de sintomas em lima acida ‘Galego’ e citrumelo ‘Swingle’, causando reacgédo de
hipersensibilidade (“hypersensitivity reaction” — HR) nas demais variedades citricas
(MALAVOLTA JUNIOR et al., 1984; MOREIRA et al., 2010; JACIANI, 2012). Apesar
da doenca causada por essas bactérias ndo ter relevancia econémica, sao
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consideradas bactérias quarentenarias em muitos paises da Unido Europeia, do
norte da Africa e Australia (PRUVOST et al., 2015).

A Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (Xacm) (SCHAAD et al., 2006)
causa a mancha bacterina dos citros, uma doenca caracterizada por lesdes
necréticas e achatadas, que acometem folhas, ramos e frutos. Essa doenca afeta,
especialmente e, com mais severidade, o citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi X
Poncirus trifoliata) e plantas jovens de viveiros (STALL; CIVEROLO, 1991; JALAN et
al., 2014; PRUVOST et al., 2015).

3.4.Fatores de viruléncia de Xanthomonas

Para o estabelecimento bem-sucedido de uma bactéria fitopatogénica é
necessario que esta consiga se aderir a superficie foliar, entrar no ambiente
intercelular, adquirir nutrientes e driblar os mecanismos de defesa da planta. Para
isso, a bactéria utiliza sistemas de secrecdo de proteinas, que secretem proteinas
para 0 espaco extracelular, ou as transportem para o interior das células
hospedeiras e, nesse caso, as proteinas sdo denominadas efetores. Assim como
muitos patdgenos, Xanthomonas também utilizam uma combinacdo de sistemas de
secrecao de proteinas, juntamente com outros fatores de viruléncia, a fim de garantir
seu sucesso na multiplicagdo e sobrevivéncia no hospedeiro (BUTTNER; BONAS,
2010).

As Xanthomonas podem utilizar todos os sistemas de secrec¢do de proteinas
conhecidos: do Sistema de Secrecdo do Tipo 1 - T1SS (“Type 1 Secretion System”)
até o Sistema de Secrecdo do Tipo 6 - T6SS. Os efetores do T3SS, utilizados pela
maioria das Xanthomonas, sao fatores conhecidamente importantes para explicar a
viruléncia e a gama de hospedeiros de um patégeno e, em Xac, Sao 0S responsaveis
por causar os sintomas tipicos do cancro citrico (THIEME et al., 2005; JALAN et al.,
2011).

Existem duas grandes classes de efetores do T3SS: os efetores TAL
(“transcription activator-like”) e os efetores n&o-TAL (“non-TAL efectors”). Os
efetores ndo-TAL sdo um grupo de proteinas diversificados estrutural e

funcionalmente. Em Xanthomonas esses efetores podem contribuir para a inducéo
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completa da viruléncia e o crescimento do patdégeno em plantas hospedeiras (JIANG
et al., 2008; JIANG et al., 2009; ZHAO et al., 2012).

Os efetores TAL sé@o injetados através do sistema Hrp, transpassando a
parede celular das células da planta, para dentro do citoplasma, onde invadem o
nacleo e se ligam a sequéncias especificas de DNA, modulando a expressao génica
(WHITE et al., 2009; BOCH; BONAS, 2010; BOGDANOVE, SCHORNACK, LAHAYE,
2010). Estirpes especificas de Xanthomonas podem possuir poucas ou muitas
duzias desses efetores (YANG, WHITE, 2004). Os efetores do tipo TAL sao eficazes
porque reprogramam as células hospedeiras mimetizando os fatores de transcricao
eucarioticos, além de alterar o desenvolvimento da planta, como divisdes
desenfreadas (hiperplasia) e aumento exagerado das células (hipertrofia), no caso
do cancro citrico (BOCH et al.,, 2009). Esses efetores pertencem a familia
AvrBs3/PthA e sdo denominados genes de patogenicidade pthA, conhecidos como
indutores da formacdo do cancro e ativadores de genes de suscetibilidade do
hospedeiro para desencadear a doenca (AL-SAADI et al., 2007; ABE, BENEDETTI,
2015).

Além do T3SS, Xac utiliza outros fatores de viruléncia, como o EPS
(polissacarideos extracelulares), LPS (lipopolissacarideos) e biofiime (RIGANO et
al., 2007; PRUVOST et al., 2015). Uma caracteristica do género Xanthomonas € a
producdo de polissacarideos extracelulares (extracellular polysaccharides — EPS) ou
goma xantana. O EPS é composto por polimeros de pentassacarideos repetitivos
ligados por cadeias laterais de trissacarideos (BUTTNER; BONAS, 2010). O “cluster”
de genes gum € composto por 12 genes (gumB a gumM), altamente conservado em
muitas bactérias do mesmo género e esta envolvido na sintese da unidade
pentassacaridica, na polimerizacdo e secrecdo do EPS. No entanto, a sintese de
goma é comandada pelo “cluster” génico rpf (“regulation of pathogenicity factors”),
que também regula a sintese de enzimas extracelulares, como proteases,
endoglucanases e poligalactonurases (DENNY, 1999; DUNGER et al.,, 2007,
BUTTNER; BONAS, 2010).

A goma possui varias funcdes que beneficiam o patégeno, como protecao
para as bactérias contra desidratacdo e compostos toxicos, auxilio na concentracao

de nutrientes para o metabolismo e o aumento da adesdo do patdgeno a superficies
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bidticas ou abioticas (DENNY, 1999). A goma esta envolvida na viruléncia de muitas
bactérias, inclusive de Xanthomonas, porém, ndo determina sua patogenicidade, ou
seja, a producdo de goma pode aumentar ou diminuir 0 processo patogénico, mas
nao altera a capacidade da bactéria de causar ou ndo a doenca (DUNGER et al.,
2007). Além disso, ndo esta relacionada a formacdo de lesGes do tipo
encharcamento (“water-soaking”), visto que mutantes deficientes de producao de
goma continuaram produzindo os sintomas de encharcamento e se multiplicando
normalmente (KANG et al.1999; VOJNOQV et al. 2001).

Em Xanthomonas citri subsp. citri, a goma é necesséria para a sobrevivéncia
epifitica do patégeno, mas ndo para sua patogenicidade. Assim como em outras
bactérias, a goma € produzida nos estagios tardios de infeccdo, na fase estacionaria
de crescimento do patégeno, ndo sendo necessario para seu estabelecimento.
Contudo, a producdo de goma pode aumentar a adesdo bacteriana em estagios
mais avancados de infec¢do, auxiliando a colonizacdo de locais mais distantes, e
estd envolvida em um tipo de motilidade bacteriana, independente de flagelo,
chamada “sliding”, auxiliando no seu deslizamento (DUNGER et al., 2007;
MALAMUD et al., 2011).

O lipopolissacarideo (LPS) é um fator de viruléncia associado a superficie,
também envolvido na formacédo de biofiime em Xanthomonas. O LPS é unico de
bactérias Gram-negativas e um dos principais componentes polissacarideos da
superficie celular. Estruturalmente, € composto, em geral, por trés regides: pelo
lipideo A, que se ancora a membrana externa, por um core de oligossacarideos, e
pelo antigeno O, um polissacarideo na extremidade final (BUTTNER; BONAS, 2010;
LI; WANG, 2011). O LPS esta envolvido na protecdo da bactéria em ambientes
hostis e na defesa contra antimicrobianos vegetais. E considerado uma molécula
padrdao associado ao patogeno (“Pathogen-Associated Molecular Pattern” — PAMP)
por induzir a resposta de defesa da planta, levando a producdo de compostos
fendlicos, a resposta oxidativa e a ativacdo de 6xido nitrico sintase (NOS). Além
disso, o LPS pode suprimir a resposta de hipersensibilidade (“hypersensitive
reaction” - HR) (NEWMAN et al., 2007; LI; WANG, 2011).

O género Xanthomonas apresenta diferentes tipos de motilidade: “swimming”

(dependente de flagelo), “swarming” (dependente do numero/local do flagelo),
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“sliding” (dependente de EPS e de sinalizacdo DSF) e twiching (dependente de pili)
(MALAMUD et al., 2011; DUNGER et al., 2014). Xanthomonas citri subsp. citri e
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii possuem um Unico flagelo polar com
percepcdo da motilidade em meio de cultura semi-sélido (MOREIRA et al., 2010).
Xac € capaz de realizar os quatro tipos de motilidade e sua motilidade flagelar esta
relacionada com a aderéncia superficial inicial e com a formagdao de um biofilme
maduro e sua dispersdao (MALAMUD et al., 2011; DUNGER et al., 2014).

O flagelo e o pili do sistema de secrecao do tipo IV (T4SS) estdo envolvidos
na formacdo de biofilme em vérias bactérias e sdo estruturas que permitem que
células livres, plancténicas, nadem em direcdo aos nutrientes associados a uma
superficie ou, por meio de quimiotaxia mediada por flagelo, aos sinais gerados por
células ligadas a uma superficie. Essas estruturas também permitem que as
bactérias alcancem e se adiram fisicamente a uma superficie, e uma vez aderidas e
em divisdo, que se espalhem pela superficie (LI; WANG, 2011b).

O biofilme é uma estrutura complexa formada por uma comunidade de
microrganismos que se aderem a superficies bidticas ou abidticas, encapsuladas em
uma matriz composta por EPS (polissacarideos extracelulares), proteinas, lipideos e
DNA. E importante para proteger as bactérias contra os estresses do ambiente,
contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e contra compostos antimicrobianos
(BRANDA et al., 2005; DANHORN, FUQUA, 2007).

Em geral, a formacao do biofilme acontece em quatro etapas: (a) adeséo
reversivel, onde, inicialmente a bactéria se adere a superficie foliar de modo
reversivel, podendo se mover livremente nesse ambiente; (b) adeséo irreversivel,
novos individuos sao adicionados a comunidade, seja por recrutamento plancténico
ou por divisdo celular das bactérias inicialmente presentes; (c) maturacao, formacao
inicial de microcol6nias; e (d) destacamento, dispersdo de algumas células do
biofilme (STOODLEY et al., 2002; MALAMUD et al., 2011; CASTIBLANCO, SUDIN,
2015).

Pode existir variagdo na formagao do biofilme de acordo com as condi¢des
ambientais e, também, em diferentes estirpes de uma mesma espécie (BRANDA et
al.,, 2005; DANHORN, FUQUA, 2007). O biofiime, em Xanthomonas, é uma

caracteristica diretamente envolvida com a patogenicidade e viruléncia e sua
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formacao é dependente da movimentacédo do flagelo da bactéria. Em Xac, o biofilme
influencia seu crescimento e o desenvolvimento do cancro citrico (MALAMUD et al.,
2011).

3.5.Resposta de defesa de plantas contra patégenos

As plantas, por serem organismos sesseis, estdo sujeitas as mudancas das
condi¢cbes climéticas e ao constante atague de patdgenos (ZIPFEL, 2008). E em
comparacao com animais, como os mamiferos, as plantas ndo possuem um sistema
imunolégico integrado, mas dependem da imunidade inata de cada célula e sinais
nao sistémicos provenientes do local da infeccdo (JONES; DANGL, 2006). Nesse
sentido, as plantas possuem um sistema de defesa bastante eficaz, visto que grande
parte das plantas é resistente & maioria dos patégenos de plantas (DANGL; JONES,
2001; ZIPFEL, 2009).

A interacdo entre uma planta e um patdégeno pode ser classificada em dois
grupos: interacdo incompativel, que ocorre quando a planta € resistente a acdo do
patégeno, levando a uma resposta de hipersensibilidade (“hypersensitive response”
— HR), e interacdo compativel, quando a planta é suscetivel a acdo dos efetores de
viruléncia, que desencadeiam uma doenca (KEEN, 1990) (Figura 5).

Em uma interacdo compativel, existem dois niveis de resposta de defesa em
plantas, induzida pelo reconhecimento de microrganismos. O primeiro nivel é a
imunidade desencadeada por PAMP (“PAMP-triggered immunity” - PTI), em que
moléculas microbianas conservadas, denominadas padrdes moleculares associados
a patégenos ou a microrganismos (“Pathogen or Microbe Associated Molecular
Patterns - PAMPs/MAMPs”), como a quitina de fungos, os peptideoglicanos, os LPS
ou as flagelinas bacterianas, sdo reconhecidas através de receptores de
reconhecimento padréo (“Pattern-Recognition Receptors” - PRR) (ZIPFEL, 2009). A
PTI desencadeia um complexo grupo de respostas para a defesa contra o patégeno,
entre essas estdo o fluxo rapido de ions através da membrana plasmatica, ativagédo
da MAP (“Mithogen Activated Protein”) quinase, producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), mudancas rapidas na expressao génica e reforco da parede celular
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(GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2002; ZIPFEL, 2008; GRANT, KAZAN, MANNERS,
2013).

Interagdo susceptivel

‘ @  Os efetores se direcionam para

. 2 ‘il
$—> ‘ TTSS § diferentes compartimentos
® €] ‘ subcelulares do hospedeiro

Interagao resistente

Transducgdo do sinal de defesa

-—D—b—b\

Resisténcia local

Reconhecimento de e sistémica
efetores por proteinas R

Figura 5 — Esquema representativo dos tipos de interacdo planta-patégeno: interacdo
susceptivel (A) e interacéo resistente (B).

Fonte: Adaptado de Thuleau e colaboradores (2013).

Patogenos bem-sucedidos conseguiram desenvolver estratégias para driblar
o PTI, por meio da evasdo do reconhecimento ou pela supressdo de sinais
subsequentes a ativacdo do PTI (GRANT, KAZAN, MANNERS, 2013). A supressao
do PTI envolve, geralmente, a secre¢do de efetores de viruléncia pelos patdégenos,
em bactérias, codificados por genes avr e injetados nas células do hospedeiro
através dos sistemas de secrecdo do tipo Il (T2SS) ou do tipo Ill (T3SS) (GOHRE,
ROBATZEK, 2008; BIGEARD, COLCOMBET, HIRT, 2015).

O segundo nivel de resposta de defesa por reconhecimento em plantas
ocorre quando algum efetor é especificamente reconhecido por proteinas R

(“Resistance”) (codificadas por genes R), resultando na imunidade desencadeada
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por efetores (“Effector-Triggered Immunity” — ETI) (JONES; DANGL, 2006). O ETI é
uma resposta amplificada e acelerada do PTI, resulta em resisténcia da doenca
além de estar associada a resposta de hipersensibilidade (HR) e a resisténcia
sistémica adquirida (“Systemic Acquired Resistance” - SAR) (JONES; DANGL,
2006).

3.5.1. Resposta de hipersensibilidade (HR)

As plantas, na maioria das vezes, respondem positivamente ao ataque de
patégenos, evitando a ocorréncia de doenca. Nessa situacdo, as plantas reagem
com a morte imediata de células no local da infec¢do, evitando a proliferacdo do
patdgeno e o avanco da infeccdo. Essa resposta, denominada de resposta de
hipersensibilidade (HR), ocorre em plantas resistentes ou n&o hospedeiras. Pode ser
acionada por uma variedade de patdgenos, e estd associada com Varios processos
bioquimicos que tornam as células mortas e adjacentes, ainda vivas, um ambiente
inabitavel para o patdogeno (GOODMAN; NOVACKY, 1994; KOMBRINK;
SOMSSICH, 1995; HEATH, 1998).

As respostas induzidas por HR ndo séo exclusivas de interacdo planta-
patbgeno, também podem ser ativadas por estresse fisico e abidtico (MOREL,
DANGL, 1997). Além do mais, as células vivas, adjacentes as células que estdo
sofrendo o processo de morte, expressam 0s genes que codificam as moléculas
antimicrobianas (HEATH, 1998). No entanto, algumas caracteristicas sé&o
estabelecidas como tipicas de HR, e sdo compartilhadas por varios tipos de
patdgenos: dano na membrana, necrose e colapso de células afetadas (VASSE, de
BILLY, TRUCHET, 1993; BESTWICK, BENETT, MANSFIELD, 1995).

3.5.1.1. Modificagcdes na anatomia vegetal causadas pela HR

Logo ap6s o reconhecimento do patégeno, ocorre um dos eventos iniciais
mais importantes, a explosdo oxidativa, que resulta na producdo de espécies
reativas de oxigénio, gerando superoxido e, o consequente acumulo de peroxido de

hidrogénio (H202). Concomitantemente, ocorre o rapido influxo de ions através da
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membrana plasmética (DOKE, 1983; BAKER; ORLANDI, 1995; LEVINE et al, 1994;
MAY et al, 1996; MOREL, DANGL, 1997). Em seguida, modificagBes bioquimicas e
metabdlicas bem conservadas nas interacfes planta-patégeno sdo desencadeadas.
Um conjunto de genes relacionados a defesa séo induzidos, levando a modificacbes
na anatomia da planta e desenvolvendo a resisténcia (HAMMOND-KOSACK;
JONES, 1996; MOREL, DANGL, 1997).

Entre as reacdes de defesa desencadeadas pela HR, estdo: reforco da
parede celular, acumulo de moléculas antimicrobianas como PRs (quitinase,
glucanase), fitoalexinas, sintese de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e, por
consequéncia, a autofluorescéncia e o escurecimento de células mortas devido ao
acumulo de compostos fendlicos oxidados (KOMBRINK; SOMSSICH, 1995; MOREL,
DANGL, 1997; HEATH, 1998).

Alguns patossistemas podem ser utilizados para explicar o desenvolvimento
da HR em tecidos vegetais vivos, como interagcées incompativeis, por exemplo, entre
o fungo biotréfico Uromyces vignae e o feijdo caupi. Nessa interacdo foram
observados os eventos na seguinte ordem: (a) migracdo do ndcleo para o local de
penetracdo do fungo e intensa movimentacdo citoplasmatica; (b) interrupcdo da
movimentagdo citoplasméatica e movimentacdo browniana das organelas,
condensacdo do nucleo, acumulo de granulos na periferia do citoplasma,
encolhimento do protoplasto; (c) colapso do citoplasma e morte da célula infectada
(CHEN; HEATH, 1991; MOREL, DANGL, 1997). Em interacdes incompativeis com
patbgenos bacterianos, detectou-se a formacdo de bolhas na membrana,
encolhimento celular, condensacdo do ndcleo e do citoplasma e estruturas
semelhantes a corpos apoptoticos (LEVINE et al., 1996; GREENBERG; YAO, 2004).

A HR é um processo ativo do hospedeiro e pode ser considerada uma forma
de morte celular programada (GREENBERG; YAO, 2004). Ainda em infec¢do com a
bactéria avirulenta, P. syringae, em alface, a resposta inicial de HR foi caracterizada
por inchago mitocondrial e a ndo preservagdo das cristas, plasmolise, que levou a
progressiva vacuolizagdo do citoplasma, rompimento generalizado de organelas e
colapso do tonoplasto (BESTWICK, BENETT, MANSFIELD, 1995).
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3.6.0 uso da microscopia eletrébnica no estudo de interagcdo planta-

patdgeno

A microscopia eletrbnica tem sido utilizada para explorar os mecanismos
moleculares de doencas e de interagdes bactéria-planta, para visualizar a arquitetura
tridimensional de tecidos e células, para observar complexos macromoleculares em
seu contexto bioldgico natural (HUANG, 1986). E extensivo o uso da microscopia de
luz e eletrdnicas para analises envolvendo Xanthomonas (LAWSON; DIELNET;
CIVEROLO, 1988; PRUVOST et al., 2001; LEE et al., 2009; FAVARO et al., 2014;
MENSI et al., 2014; ORCE et al.,, 2016). Essas técnicas fornecem informacdes
valiosas que ajudam a compreender o processo de infec¢cdo dentro do tecido vivo,
revelando aspectos ndo abrangidos por técnicas moleculares ou de fitotecnia,
sendo, portanto, complementares para o0 entendimento da visdo geral dessa
interacao.

A microscopia eletrénica de transmissao é bastante difundida no estudo de
materiais biolégicos, pois permite a definicAo de imagens intracelulares,
possibilitando o estudo da morfologia celular, aspectos gerais das organelas e
também da interagdo dos microrganismos com as células. Essas andlises fornecem
informacdes sobre alteracdes e efeitos citopaticos ocasionados por virus,
fitoplasmas, micoplasmas, bactérias e outros organismos diminutos, de impossivel
visualizacdo na microscopia de luz (GALLETI, 2003). Essa técnica revela
ultraestruturas de bactérias, células vegetais e interfaces bactérias-plantas (HUANG,
1986).

O microscopio eletrénico de varredura € um dos instrumentos mais versateis
e disponiveis para a observacdo e analise de caracteristicas microestruturais de
objetos (GALLETI, 2003). E utilizado, principalmente, para fornecer rapidamente
informacOes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma
amostra solida. Além disso, possibilita a visualizagéo tridimensional da imagem das
amostras e 0 exame em pequenos aumentos com grande profundidade de foco
(DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007). Em interacdes planta-patégeno, mostra a
relacdo espacial das bactérias e estruturas de superficie de tecidos vegetais nos
locais de infeccdo (HUANG, 1986).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Estirpes bacterianas e meios de cultura utilizados

As bactérias utilizadas neste trabalho foram gentilmente fornecidas pelo
Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS), Araraquara, SP, Brasil (Tabela
1). Foram selecionadas trés estirpes de Xanthomonas citri subsp. citri: Xac306, a
estirpe tipo selvagem, Xac636 que possui menor agressividade que a tipo selvagem
e a Xac828, que € um mutante natural, duas estirpes de Xanthomonas fuscans
subsp. aurantifolii tipo C: Xfal632, a estirpe que teve seu genoma sequenciado e
Xfal630, uma estirpe menos agressiva; e uma estirpe de Xanthomonas alfalfae
subsp. citrumelonis, Xacm1510, que teve seu genoma sequenciado.

Os meios de cultura utilizados para os experimentos neste trabalho foram:
meio soélido nutrient agar (NA) (extrato de carne 3g/L, peptona 5 g/L e agar 15g/L),
meio liquido nutrient buffer (NB) (extrato de carne 3g/L, peptona 5 g/L) utilizados
para o cultivo das bactérias, meio semi sélido para o teste de motilidade (10 g/L de
triptona, 5 g/L de NaCl, 0,3% de agar), meio goma (25 g/L de glicose, 3 g/L de
extrato de levedura, 2 g/L de K2HPO4, 0,1 g/L de MgSOa4 x 7.H20, pH 7,0) e meio
NBY (3 g/L de extrato de carne, 2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 2 g/L
de K2HPO4, 0,5 g/L de KH2POa4, pH 7,2).

4.2.Teste de patogenicidade in planta

Os sintomas causados pelas estirpes em citros foram avaliados pelo teste de
patogenicidade in planta. As bactérias foram cultivadas a 29°C por 72h em meio NA.
Uma massa de ceélulas foi ressuspendida em agua deionizada estéril para o preparo
da suspensédo bacteriana com concentracdo aproximada de 108 UFC/mL (DOsoonm de
0,3). A suspensao bacteriana foi inoculada, pelo método de infiltragdo por presséo
com o auxilio de uma seringa descartavel sem agulha, na parte abaxial de folhas
jovens de laranja doce ‘Hamlin’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e lima acida ‘Galego’
(Citrus aurantifolia (Christ.) Swing.). A agua deionizada estéril foi infiltrada como



Tabela 1 — Espécie, origem geogréfica, hospedeiro, e nome das doencas causadas pelas estirpes de

presente estudo.
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Xanthomonas utilizadas no

Espécie Estirpe? Abreviacdo Origem Hospedeiros Doenca
306° Xac306 Paranavai, PR, Brasil Citrus spp. Cancro citrico
Xanthomonas citri subsp. citri  FDC 636 (IAPAR 12853) Xac636 Paranavai, PR, Brasil C. sinensis Cancro citrico
FDC 828 (IBSBF 1350) Xac828 Ubarana, SP, Brasil C. aurantifolia Cancro citrico

Xanthomonas alfalfae subsp. . _
_ ] 1510 (IBSBF 1925) Xacm1510  Florida, Estados Unidos
citrumelonis

FDC 1630¢ Xfal630 Trés Fronteiras, SP, Brasil

Xanthomonas fuscans subsp. candido Mota. Sio Padl
andido Mota, S&o Paulo,

aurantifolii tipo C 1632 (10535) Xfal632 _
Brasil

C. paradisi x P. trifoliata

C. aurantifolia
C. aurantifolia; C. paradisi x
P. trifoliata

Mancha bacteriana
do citros
Cancrose

Cancrose

aEstirpes pertencentes a Colecdo de Bactérias Fitopatogénicas do Fundecitrus (FDC, Araraquara/S&o Paulo). Os numeros entre

parénteses representam o coédigo original do isolado (IBSBF — Instituto Biolégico de Sdo Paulo; IAPAR — Instituto Agronémico do

Parand).

PEstirpes que tiveram seus genomas sequenciados (DA SILVA et al., 2002; MOREIRA et al., 2010), cuja numeracdo é a mesma utilizada

nas publicagdes.

Estirpe produtora de pigmento escuro em meio de cultura artificial.
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tratamento controle dos ferimentos provocados pela seringa. Cada bactéria foi
inoculada em trés folhas de plantas diferentes. As plantas inoculadas foram
mantidas em condi¢bes controladas de temperatura (28-30°C), umidade (55%) e
fotoperiodo (12 h). O registro dos sintomas por meio de fotografia foi feito nos dias 1,
3,5,7,9,11, 13, 17, 20, 25 e 30 apos inoculagéo (dai).

4.3.Curvas de crescimento in vitro

Para avaliar o crescimento das bactérias em meio rico, uma coldnia isolada
de cada bactéria foi inoculada em 20 mL de meio NB e incubadas por 16 h a 29°C,
sob agitacdo de 180 rpm. Apds esse periodo, suas concentracdes foram ajustadas
para a DOeoonm de 0,1 (3,3x107), utilizando o espectrofotdmetro DU-730 (Beckman,
Coulter) e, 1,5 mL de cada cultura foi transferida, em triplicata, para placas de 24
pocos de poliestireno e incubadas no leitor de placas Synergy H1 Hybrid Microplate
Reader (BioTek) a 29°C. A absorbancia (DOsoonm) do crescimento das culturas foi
registrada a cada 30 min durante 24 h, exceto para as estirpes 1630 e 1632 de
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (Xfa) tipo C, cujos crescimentos foram
registrados durante 48 h. No minimo duas curvas de crescimento provenientes de
duas colbnias isoladas de cada estirpe foram registradas. A curva de crescimento e

os desvios padrbes foram plotados no GraphPad Prism (verséo 6).

4.4.Formacéao de biofilme in vitro

A avaliacdo da formacao de biofilme in vitro das estirpes foi feita com base no
protocolo de Yan, Hu e Wang, (2012). Inicialmente, foi feita uma suspensao celular
em meio NB com concentracdo de 108 UFC/mL (DOsoonm de 0,3) com bactérias
multiplicadas por dois dias em placas de NA. Adicionou-se 1 mL da suspensdo em
tubos de borosilicato de 20 mL estéreis, os quais foram tampados, permitindo
aeracdo, e mantidos em estufa a 29°C por 48 h. ApOs esse periodo, 0 meio de
cultura foi retirado e os tubos foram lavados duas vezes com agua de torneira estéril.
O biofilme formado foi corado com 1,2 mL de cristal de violeta a 0,1%. Apos 10 min,

os tubos foram lavados duas vezes com agua de torneira estéril. A solubilizacdo do
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biofilme foi feita com 1 mL da solucédo &lcool-acetona (80:20, v/v) e a quantificacéo
da absorbancia (DOsgsnm) foi realizada no leitor de placas Bio-rad Imark Microplate
Absorbance Reader. O experimento foi feito com quatro colonias de cada estirpe e

quatro repeticdes cada.

4.5.Teste de motilidade “swimming”

O teste de motilidade “swimming” foi feito com base no protocolo de Li e
Wang (2011). Trés coldnias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 10 mL de
meio NB e incubadas a 29°C, sob agitagcdo de 180 rpm por 16 h. Em seguida,
aplicou-se 2 pL dos inéculos com concentracdo ajustada para 108 UFC/mL (DOeoonm
de 0,3) no centro das placas com 20 mL de meio semi solido (10 g/L de triptona, 5
g/L de NacCl, 0,3% de &gar). As placas foram incubadas em estufa a 29°C por 72 h e,
apos esse periodo, foi realizado o registro fotografico. O experimento foi feito com
trés colbnias de cada estirpe e trés repeticdes cada. O diametro das colbnias foi
mensurado com o auxilio do software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html). A
média do didmetro das col6nias foi utilizada para avaliar a motilidade “swimming”

das estirpes.

4.6.Teste de producdo de goma xantana

O teste de producdo de goma xantana foi feito segundo Lo et al. (1997) com
modificagdes. Trés colonias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 10 mL de
meio NB e incubadas a 29°C, 180 rpm por 16 h. Em seguida, transferiu-se 2,5 mL do
inéculo com concentracdo ajustada para 108 UFC/mL (DOsoonm de 0,3) para 100 mL
de meio goma e incubou-se a 29°C, a 180 rpm por 96 h. ApoOs esse periodo, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 xg, a 4°C por 40 min, os sobrenadantes
transferidos para béqueres e adicionados de 4 g de KCI sob agitacdo constante
durante 15 min. Em seguida, foram adicionados 200 mL de etanol absoluto gelado.
A goma formada foi transferida para copos plasticos pequenos e incubada em estufa
a 37°C por 72 h, constituindo a massa de goma seca. Os precipitados foram

ressuspendidos em 1 mL de agua deionizada estéril, transferidos para béqueres de
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vidro e incubados em estufa a 70°C por 24 h, constituindo a massa celular seca. O
calculo da producédo de goma de cada estirpe foi feito pela divisdo da quantidade de
goma seca pela quantidade de massa celular produzida. O experimento foi realizado

em triplicata.

4.7.Teste de auto agregacéao celular

O teste de auto agregacdo foi feito segundo protocolo estabelecido no
Laboratorio de Bioguimica e Biologia Molecular (LBM) da UNESP/FCAV. Assim, trés
coldnias isoladas de cada estirpe foram transferidas para 15 ml de meio NBY,
incubadas a 29°C até atingirem a faixa de DOsoonm de 2,0 a 2,5. Em seguida,
transferiu-se 10 mL da cultura para tubos de borosilicato de 20 mL estéreis. Os
tubos foram gentilmente agitados por 10 s e mantidos estaticos por 10 h
consecutivas. A cada 1 h (incluindo o tempo zero), coletou-se 100 uL da parte
superior da cultura (até 1 cm) e diluiu-se em 900 uL de meio NB para a leitura da
absorbancia (DOsoonm). O célculo da agregacdo de cada estirpe foi feito pela divisédo
da leitura da absorbancia (DOsoonm) inicial pela final. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.8.Anélise Estatistica
A andlise de variancia da curva de crescimento in vitro e dos testes de
formacdao de biofilme in vitro, produgdo de goma xanta, motilidade “swimming” e auto
agregacao celular, foi feita pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade usando o

software Assistat (versao 7.7).

4.9.0Obtencédo de material vegetal para analises microscopicas

As andlises por microscopia de luz, microscopia eletrbnica de varredura e
microscopia eletrbnica de transmissdo foram realizadas com seis estirpes (Xac306,
Xac636, Xac828, Xfal632, Xfal630 e Xacml1510). Para a analise comparativa da
infeccdo de diferentes estirpes de Xanthomonas, as estirpes Xac306, Xac636,

XacB828, Xfal632 e Xacm1510 foram inoculadas em folhas jovens de lima &cida



27

‘Galego’ (Citrus aurantifolia (Christ.) Swing.) e coletadas aos 40, 70 e 120 dias apés
inoculacao (dai). Para a analise comparativa da infeccdo de X. citri e X. aurantifolii
em diferentes variedades de citros, as estirpes Xac306, Xfal632 e Xfal630 foram
inoculadas em folhas jovens de laranja doce ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck)) e
lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia (Christ.) Swing.) e coletadas aos 5 e aos 20
dai.

Para o preparo da suspensdo bacteriana, uma massa de células de cada
estirpe foi ressuspendida em agua deionizada estéril e ajustadas para a
concentracédo de 108 UFC/mL (DOsoonm de 0,3). A suspenséo bacteriana foi inoculada
na parte abaxial de folhas jovens de lima acida ‘Galego’ e de laranja doce ‘ Hamlin’
através da perfuracdo do limbo foliar com o auxilio de uma agulha (0,45 mm). A
agua deionizada estéril foi inoculada para controle dos ferimentos provocados pela
agulha. Cada estirpe foi inoculada em trés plantas diferentes com trés réplicas em

cada planta.

4.10. Coleta de amostras para analises microscopicas

No periodo determinado para a coleta, trés discos foliares (3x1 cm?) de cada
tratamento foram retirados ao redor do ponto de inoculacdo para cada analise
microscopica. Os discos foram cortados em pedacos menores, 0,5x1 cm? para a
técnica de microscopia de luz e 0,2x1 cm? para as técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura e transmissdo. Os fragmentos foram fixados em solucéo de
“Karnovsky” modificada (2,5% de glutaraldeido, 2,0% de formaldeido em 0,05 M
tampéo de cacodilato de pH 7,2 e 0,001 M de CaCl2), submetidos ao vacuo para a

remocao do ar de dentro dos tecidos e armazenados a 4°C.

4.10.1. Microscopia de luz

As amostras a serem analisadas por microscopia de luz foram desidratadas
em solucdes de etanol em série crescente de concentracao (30%, 50%, 70%, 90% e
100%) por 10 min em cada etapa, sendo a ultima, de 100%, repetida por trés vezes.

Apés desidratacdo, as amostras foram pré-infiltradas com resina acrilica e etanol PA
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na proporgéo 1:1 por aproximadamente 5 h. Na sequéncia, a infiltragao foi feita com
resina pura por 16 h. As amostras infiltradas por resina foram levadas a
polimerizacdo em temperatura ambiente (25°C). Os blocos polimerizados foram
seccionados em microtomo rotativo manual (RM2235, Leica) e as seccdes
resultantes (5 pm) foram coradas com azul de toluidina a 0,05%, em pH 3,6, e
cobertas por laminulas de vidro com a resina “Entellan” como meio de montagem.
ApoOs a secagem, a analise do laminario foi realizada no microscépio de luz (Zeiss
Axioskop 2, Zeiss), adquirindo-se fotografias via camera digital (AxioCam MRc Rev

3, Zeiss) em computador.

4.10.2. Microscopia eletrénica de varredura

Para andlise de microscopia eletrénica de varredura, as amostras fixadas em
solugao de “Karnovsky” foram infiltradas com glicerol 30% por 1 h. ApGs esse
periodo, as amostras foram rapidamente congeladas por imersdo em nitrogénio
liquido dentro de um pedaco de papel de seda e, imediatamente, fragmentadas na
regido de interseccdo do aparecimento do sintoma com o tecido sadio. Em seguida,
as amostras foram colocadas em agua milli-Q e submetidas a desidratacao
crescente com acetona 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, por 20 min em cada dilui¢ao,
sendo a ultima etapa repetida trés vezes. As amostras foram levadas para secagem
no equipamento de secagem ao ponto critico com CO:2 (Leica EM CPD 300). As
amostras foram colocadas em suportes metalicos (stubs), metalizadas com ouro
(sputtering) e armazenadas em silica gel. As amostras foram analisadas no

microscopio eletrénico de varredura (LEO 435-VP).

4.10.3. Microscopia eletronica de transmissao

Para analise em microscopia eletrénica de transmissdo as amostras fixadas
foram cortadas em pedagos menores e lavadas em tampéo cacodilato 0,05 M, trés
vezes por 15 min. Em seguida, os fragmentos foram submetidos a pés-fixacdo com
tetroxido de 6smio 1% em tampéao cacodilato 0,05 M por 1 h. ApOs esse processo,

os fragmentos foram lavados com agua destilada e submetidos a contrastagao “en
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bloc” com acetato de uranila 0,5% por 10 a 14 h. No dia seguinte, a desidratacéo foi
realizada utilizando-se uma série crescente de acetona 30%, 50%, 70%, 90% e
100%, por 20 min em cada diluicdo, sendo a ultima etapa repetida trés vezes. A pré-
infiltracdo foi realizada utilizando-se acetona 100% e resina epoxi “Spurr” na
proporcao de 1:1, por pelo menos 5 h. Em seguida, a infiltracdo foi realizada com
resina “Spurr” pura por 10 a 14 h, e a polimerizagao realizada em estufa aguecida a
70°C, por trés dias. Os blocos oriundos da polimerizacéo foram trimados e levados
ao seccionamento em ultramicrétomo (Leica EM UC6) com navalha de vidro
obtendo-se cortes com 70 nm de espessura os quais foram dispostos sobre telinhas
de cobre. As telinhas de cobre contendo as sec¢des foram contrastadas em acetato
de uranila 3% e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e analisadas em microscépio

eletrénico de transmissao (Jeol JSM, 1100).

4.11. Analise comparativa dos efetores de viruléncia de Xanthomonas

Os dados referentes ao conjunto de efetores de viruléncia das estirpes de
Xanthomonas citri subsp. citri, estirpes 306, 636 e 828, foram cedidos por Moreira,
M. L. (dados nado publicados). Os dados referentes ao conjunto de efetores de
viruléncia de XfaC1632 e Xacm1510 foram obtidos por busca na plataforma Pintado,
do Projeto BIGA Xanthomonas (http://pintado.facom.ufms.br/xanthomonas/).

4.12. Analise de dados do trancriptoma de laranja doce ‘Hamlin’ e lima

acida ‘Galego’ infectadas com XfaC

A andlise de dados do transcriptoma gerados em um trabalho anterior do
nosso laboratério (DA SILVA, 2015) foi feita selecionando-se 0s genes
diferencialmente expressos (GDEs) de ‘Hamlin’ aos 5 dai, com maior expressao
diferencial (fold-change) e com significAncia estatistica (p-value < 0,05) e

relacionando com a expressao desses mesmos genes de ‘Galego’.
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5. RESULTADOS

5.1.Teste de patogenicidade in planta

Os sintomas produzidos pelas estirpes de Xanthomonas em folhas jovens de
laranja doce ‘Hamlin’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e lima acida ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia (Christ.) Swing.) foram avaliados pelo teste de patogenicidade (Figura 6).
As alteracbes decorrentes da infeccdo com as estirpes foram classificadas em
necrose, clorose, encharcamento e lesdo saliente, e a intensidade observada estéo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Intensidade das alterac6es macroscopicas observadas em folhas de laranja doce
‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, decorrentes da infecgcdo com Xanthomonas citri subsp. citri
estirpes 306, 636 e 828, Xanthomonas alfafae subsp. citrumelonis estirpe 1510 e
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C estirpes 1632 e 1630.

Hamlin Galego
Lesao Lesao
Estirpes Necrose Clorose Encharcamento saliente Necrose Clorose Encharcamento saliente

Xac306 +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
Xac636 ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
Xac828 +++ - - + ++ - - -
Xacm1510 ++ - - - +++ - - -
XfaC1632 + - - - - - - +
XfaC1630 + - - - - - + +

++++: muito alta; +++: alta; ++: intermediaria; +: baixa; -: auséncia da alteracéo.

Os sintomas mais severos foram causados pelas estirpes de Xanthomonas
citri subsp. citri, tanto em folhas de laranja doce, quanto em lima acida. A infeccéo
em ‘Galego’ com a estirpe Xac306 apresentou intensidade muito alta de necrose,
clorose, encharcamento e lesdes salientes, enquanto em ‘Hamlin’, as intensidades
das alteracdoes foram altas. A infeccdo com a estirpe Xac636, apresentou em

‘Galego’ intensidade alta das alteracbes observadas (necrose, clorose,
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encharcamento e lesdes salientes), porém, em ‘Hamlin’ a intensidade foi
intermediaria. A infeccdo com a estirpe Xac828 ndo apresentou encharcamento e
clorose em nenhuma das espécies citricas, porém, induziu necrose em alta
intensidade em ‘Hamlin’ e intermediaria em ‘Galego’, e lesdes salientes somente
estiveram presentes em ‘Hamlin’.

A infeccdo com a estirpe Xacm1510 somente induziu necrose nas espécies
citricas, sendo que em ‘Hamlin’ a intensidade dessa alteragdo foi maior que em
‘Galego’. Ja a infeccao com as estirpes XfaC1630 e XfaC1632, induziram somente
necrose em ‘Hamlin’. Em ‘Galego’, a estirpe XfaC1630 induziu encharcamento e
lesbes salientes com baixa intensidade, enquanto a estirpe XfaC1632 apresentou

lesdes salientes de baixa intensidade.



32

Figura 6 — Teste de patogenicidade das bactérias Xanthomonas citri subsp. citri (estirpes 306, 636, 828), Xanthomonas alfalfae subsp.
citrumelonis (estirpe 1510) e Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (estirpes 1630 e 1632), inoculadas em folhas jovens de laranja

doce ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ na concentragdo de 108 UFC/mL. O processo de infeccéo foi observado por 30 dias apés inoculacédo

(dai) e a folha apresentada é referente a 9 dai.
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5.2.Curvas de crescimento in vitro

As curvas de crescimento in vitro foram realizadas para avaliar o
comportamento das estirpes em meio liquido NB. Na Figura 7A, observa-se que as
estirpes Xac306, Xac828 e Xacm1510 entraram rapidamente na fase exponencial
(log) com aproximadamente 1 h de crescimento, enquanto a estirpe Xac636 atingiu a
fase exponencial proximo de 6 h de crescimento. A duracdo da fase exponencial da
estirpe Xac828 foi de 10 h, da estirpe Xac306 foi de 11 h, da estirpe Xacm1510 de
14 h e da estirpe Xac636 de 15 h. As estirpes Xac306, Xac828 e Xacml1510
atingiram, na fase exponencial, a densidade o6ptica (DO) maxima entre 1,0 e 1,2,

enguanto que a Xac636 atingiu a DO maxima de 0,8.

— Xac306
— Xac636
— Xac828
— Xacm1510

30
tempo (h)

— Xfa1630
— Xfa1632

DOgoo (nm)

60

tempo (h)

Figura 7 — Curvas de crescimento in vitro das estirpes de Xanthomonas. (A) Estirpes
Xac306, Xac636, Xac828 e Xacm1510 foram avaliadas durante 24 h de crescimento. (B)
Estirpes XfaC1630 e XfaC1632 foram avaliadas durante 48 h de crescimento, com medig&o
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da densidade 6tica (DO600nm) a cada 30 min, a 29°C, em meio NB. As curvas
apresentadas sdo a média e o desvio padrédo de trés repeticdes de cada estirpe. Letras
iguais nado diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de probabilidade.

J4 as estirpes de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (XfaC),
apresentadas na Figura 6B, tiveram um crescimento mais lento comparado com as
demais estirpes. A fase exponencial da estirpe Xfal630 durou aproximadamente 30
h, atingindo uma densidade Optica (DO) méaxima de quase 1,5 nesta fase. Em
comparacao, a estirpe Xfal632, teve uma fase exponencial mais curta, proximo de
20 h, e atingiu uma densidade optica (DO) maxima préxima de 0,8. Em 24 h de
crescimento, as curvas das estirpes Xac306, Xac828, Xacm1510 e Xfal630 nédo
diferiram estatisticamente entre si (p<0,05), mas diferiram das curvas das estirpes
Xac636 e Xfal632, que foram iguais entre si (p<0,05).

5.3.Caracteristicas das estirpes envolvidas na viruléncia

Os resultados mostraram diferencas na formacao de biofilme, capacidade
movel, producdo de goma e auto agregacao celular entre as espécies estudadas e
as estirpes da mesma espécie. O teste de producdo de goma revelou que a estirpe
Xac306 foi substancialmente a maior produtora de goma entre as demais estirpes,
com 5,08 mg de goma/mg de bactéria (p<0,05), seguida pela producdo de goma da
estirpe Xac828 com 3,86 mg de goma/mg de bactéria (p<0,05). As estirpes
Xacm1510 e XfaC1630 produziram quantidades similares de goma, 2,88 e 2,75 mg
de goma/mg de bactéria (p<0,05), respectivamente. A producdo de goma da estirpe
Xac636 foi de 2,53 mg de goma/mg de bactéria (p<0,05), enquanto que a estirpe
XfaC1632, produziu a menor quantidade de goma entre as estirpes, 0,93 mg de

goma/mg de bactéria (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 — Teste de producdo de goma xantana das estirpes de Xanthomonas. (A) As barras
no grafico representam a média de trés coldnias isoladas e os respectivos desvios padroes.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de probabilidade. (B)

Fotografia representativa de cada amostra.

O teste de motilidade swimming (dependente de flagelo) mostrou que as
estirpes Xacm1510 e Xac828 apresentaram capacidade de motilidade similar
seguida pela estirpe XfaC1632 (p<0,05). Do mesmo modo, as estirpes Xac306 e
Xac636 (p<0,05) apresentaram motilidade similar, enquanto a estirpe XfaC1630

apresentou a menor capacidade de motilidade entre as estirpes (Figura 9).
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Figura 9 — Teste de motilidade “swimming” das estirpes de Xanthomonas em meio NB com
0,3% de agar. (A) As barras no gréfico representam a média de trés coldnias isoladas com
trés repeticbes cada e o0s respectivos desvios padrbes. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de probabilidade. (B) Fotografia representativa de

cada amostra.
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O teste de formacdo de biofilme in vitro mostrou que a estirpe Xacm1510
apresentou a maior quantidade de biofilme produzida (p<0,05) (Figura 10). As
estirpes Xac306 e Xac828 apresentaram a mesma quantidade de biofilme (p<0,05),
diferindo da estirpe Xac636, que por sua vez, produziu a mesma quantidade de
biofilme que a estirpe XfaC1632 (p<0,05). A estirpe XfaC1630 apresentou a menor

formacdao de biofilme in vitro (p<0,05).

A

Biofilme

Absorbancia (595nm)

Estirpes
WXac306 MXac636 MXac828 mXacm1510 MXfal630 M Xfal632
B
Xac306 Xac636 Xac828 Xacm1510‘Xfa1630 Xfa1632

A~ T v

Figura 10 — Teste de formacgé&o de biofilme in vitro pelas estirpes de Xanthomonas em tubos

de vidro de borosilicato, corados com cristal de violeta a 0,1%. (A) Quantificacdo da
absorbancia (DOs¢snm) do biofilme das estirpes solubilizado com solu¢do é&lcool-acetona
(80:20, v/v). As barras no gréfico representam a média de quatro colbnias isoladas com trés
repeticbes cada e o0s respectivos desvios padrbes. Letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de probabilidade. (B) Fotografia representativa do

resultado de cada estirpe.
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Os resultados do teste de auto agregacdo revelaram dois tipos de
comportamento (Figura 11). As estirpes Xac306, Xac828 e Xacm1510 tiveram um
comportamento de auto agregacdo semelhante entre si (p<0,05). Essas estirpes
apresentaram rapida auto agregacdao, atingindo em 6 h de teste, 0,2 de absorbancia
(DOsoonm), reduzindo acentuadamente a turbidez do meio de cultura. J4 as estirpes
Xac636, XfaC1630 e XfaC1632, ndo apresentaram diferencas entre si (p<0,05) e
revelaram nao possuirem alta capacidade de auto agregacdo. Essas estirpes
apresentaram pouca ou quase nenhuma reducao da turbidez do meio de cultura,

mantendo-se com uma alta concentracao de células durante o tempo do teste.

Agregacao

1,2 4
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08 ] =@==Xac306
] == Xac636

0,6 - s Xac828

1 ===Xacm1510
o == Xfa1630

=@-Xfa1632

Relagdo DOfinal/DOinicial (600nm)

0,2

0,0

Tempo (h)

Figura 11 — Teste de auto agregacao das estirpes de Xanthomonas. As linhas no gréfico
representam a média entre a DOgoonm final € a DOeoonm inicial da absorbéncia de trés

coldnias isoladas e os respectivos desvios padrées ao longo de 10 horas de teste.

5.4.Analise comparativa da infeccdo de Xac306, XfaC1632 e XfaC1630 em
diferentes variedades de citros por técnicas de microscopia de luz e

eletrénica de varredura e de transmissao

O processo de infeccdo de duas espécies de Xanthomonas: Xanthomonas
citri subsp. citri estirpe 306, causadora do cancro citrico e Xanthomonas fuscans

subsp. aurantifolii tipo C, estirpes 1630 e 1632, causadoras da cancrose citrica, foi
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analisado em dois periodos de infec¢ao, aos 5 e aos 20 dias ap0s a inoculacao (dai)
em duas variedades de citros contrastantes, laranja doce ‘Hamlin’ e lima &cida
‘Galego’. A analise foi feita pela microscopia de luz, que permitiu a caracterizacao
anatbmica da regido sintomatica do tecido vegetal infectado, e pela microscopia
eletronica de varredura e transmissao, que permitiu a identificagao de alteragbes em

nivel intracelular do tecido do hospedeiro infectado.

5.4.1. Microscopia de luz

5.4.1.1. Folhas sadias

A analise do limbo foliar de laranja doce ‘Hamlin’ e lima &cida ‘Galego’ em
seccdo transversal mostraram semelhancas anatbmicas (Figura 12). Ambas as
espécies apresentaram limbo dorsiventral, epiderme unisseriada coberta por uma
camada de cuticula proeminente. A camada de células epidérmicas na face superior
(adaxial) apresentou-se maior e com formato tendendo a retangular, em comparacao
as camadas de células epidérmicas na face inferior (abaxial). Os estdmatos estavam
presentes somente na face abaxial (hipostomaticos) e classificados como
paraciticos, isto €, células-guarda acompanhadas de cada lado por uma ou mais
células subsidiarias posicionadas de forma que o seu eixo longitudinal fica paralelo
ao ostiolo (ESAU, 2006).

Varios idioblastos de cristais romboédricos foram encontrados distribuidos
entre o parénquima palicddico e a epiderme adaxial, e outros, presentes entre o
parénquima lacunoso e a epiderme abaxial. Observou-se cavidades lisigenas
secretoras de Oleos essenciais, nas faces abaxial e adaxial, localizadas entre a
epiderme e o parénquima.

O parénquima palicddico apresentou de dois a trés estratos de células
alongadas e justapostas. As células possuiam o nucleo evidente, localizado na
posicdo central lateral e o citoplasma denso. Entre o parénquima palicadico e o
parénquima lacunoso notou-se uma camada de células coletoras, que possuiam
formatos que variaram de alongado a esférico. O parénquima lacunoso apresentou

células de formato e tamanho variaveis, com projecoes laterais, conectadas as
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Figura 12 — Microscopia de luz. Folhas controle (sem inoculagao) de laranja doce ‘Hamlin’ (A) e de lima acida ‘Galego’ (B). Folhas
controle inoculadas por furo com agulha de laranja ‘Hamlin’ aos 5 dias apds inoculacao (dai) (C) e aos 20 dai (E), e de lima acida
‘Galego’ aos 5 (D) e aos 20 dai (F). P: parénquima paligadico; L: parénquima lacunoso; CC: células coletoras; El: espaco intercelular; Ed:
epiderme da face adaxial (superior); Eb: epiderme da face abaxial (inferior); O: cavidade secretora de 0leo; V: feixes vasculares; C:

camada de cicatrizacdo; E: estdbmatos; Cr: cristais romboédricos. Barra = 50 um.
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células adjacentes, delimitando grandes espacos intercelulares. Os feixes
vasculares foram observados circundados por uma bainha de fibras gelatinosas que
acompanhavam colateralmente a regido do floema.

Nas folhas de laranja doce ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ inoculadas com
adgua observou-se a formacdo de uma camada de células de cicatrizacdo no ponto
de ferimento com a agulha, constituida por trés a quatro camadas de células,
retangulares, justapostas. Nessa regido, observou-se intensa divisdo celular, em

cuja parede houve deposicéo, provavelmente, de suberina.

5.4.1.2. Folhas infectadas

A analise por microscopia de luz permitiu identificar diferencas nas alteracdes
anatdmicas de duas variedades contrastantes de citros, laranja doce ‘Hamlin’,
menos susceptivel a infeccdo de Xac e ndo hospedeira de XfaC, e lima acida
‘Galego’, mais suscetivel a infeccdo de Xac e susceptivel a infeccdo de XfaC
(Tabela 3).

Tabela 3 — Intensidade das alteracBes observadas por microscopia de luz em folhas de
laranja doce ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, decorrentes da infeccdo com Xanthomonas citri
subsp. citri estirpe 306 e Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C estirpes 1632 e
1630.

Hamlin Galego
Alteracdes observadas
Xac306 XfaC1632 XfaC1630 Xac306 XfaC1632 XfaC1630

Hiperplasia + + + +++ ++ ++
Hipertrofia + +++ - T+ ++ T+
Rompimento da epiderme - - - + - +
Bactérias no esp. intercelular  + - - +H+ + e+

EPS (goma xantana) + - - ++ + ++
Compostos Fendlicos + ++ + ++ ++ ++

++++: muito alta; +++: alta; ++: intermediaria; +: baixa; -: auséncia da alteracéo.
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5.4.1.3. Folhas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas com Xac306,
XfaC1632 e XfaC1630

O limbo foliar de laranja doce ‘Hamlin’ inoculado com Xac306 apresentou aos
5 dai hiperplasia e hipertrofia das células do parénquima lacunoso (Figura 13A).
Intensa divisdo celular foi observada nas células do parénquima lacunoso proximo a
regido de inoculacdo. A células do parénquima palicadico ainda se encontraram
intactas e a estrutura em camadas inalterada. Com o avanco da infeccdo, houve
intensificacéo de hipertrofia sendo os espacos intercelulares ocupados pelas células
hipertrofiadas, no entanto, ndo se observou rompimento da epiderme. Houve
degradacdo de parede celular, notada pela modificacdo da coloracdo da regido
afetada e adelgacamento da parede. A camada de cicatrizacdo proeminente, com
trés a quatro camadas de células, apresentou-se separada da regido de células
degradadas e suberificadas da regido do mesofilo alterada, porém com células
vegetais vivas (Figura 13B).

A inoculacdo com XfaC1632 revelou, no primeiro tempo de coleta, hiperplasia
das células do parénquima com menor intensidade em relagdo a Xac306. As células
mais proximas ao local de inoculacdo sofreram modificagbes no conteddo
citoplasmatico, apresentando vacuolos subdivididos e deposicdo de uma substancia
de natureza polissacaridica. As alteracdes nesse tecido foram concentradas na
regido mais préxima do ponto de inoculacdo, sendo possivel observar o tecido ainda
sadio na regido mais afastada do ponto de inoculacdo (Figura 13C). Aos 20 dai,
ainda se observou hiperplasia e, também, intensa hipertrofia celular. O mesofilo,
incluindo as células dos feixes vasculares, encontraram-se corados com uma
substancia de natureza polissacaridica. Observou-se, também, na regido de
inoculacdo, a possivel suberizacdo do tecido morto (Figura 13D). No interior das
células do parénquima palicadico observou-se o acumulo de substancias com
aspecto granulado, de coloragéo esverdeada, provavelmente, compostos fendlicos.

As folhas de laranja doce ‘Hamlin’ inoculadas com XfaC1630 apresentaram
no tempo inicial de infeccédo, hipertrofia e hiperplasia das células parenquimaticas. O
citoplasma apresentou muitos vacuolos e apresentou-se denso e com acumulo de

polissacarideos, incluindo as células dos feixes vasculares. Essas alterac6es foram
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observadas na regido mais proxima do local do furo (Figura 13E). Aos 20 dai,
observou-se intensa hiperplasia das células, que preencheram o0s espacos
intercelulares. A camada de cicatrizacdo bem espessa, com no minimo seis
camadas de células, foi observada, separando a regido, possivelmente suberizada,

com células degradadas (Figura 13F).
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Figura 13 — Microscopia de luz. Folhas de laranja doce ‘Hamlin’ aos 5 e 20 dias apos
inoculacéo (dai). Altera¢des na anatomia decorrentes da infecgdo com as bactérias Xac306:
(A) hiperplasia e hipertrofia das células parenquimaticas, (B) intensificacdo da hiperplasia e
separacado do tecido vegetal morto pela camada de cicatrizagéo; XfaC1632: (C) hiperplasia
celular e acumulo de substancia, provavelmente, polissacarideos, no citoplasma, (D)
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hiperplasia e intensa hipertrofia celular e células com acumulo de uma substancia de
natureza polissacaridica; e XfaC1630: (E) hipertrofia e hiperplasia e células afetadas com
vacuolos subdivididos, (F) hiperplasia celular e suberizacado do tecido no local do furo. P:
paréngquima palicadico; L: parénguima lacunoso; V: feixes vasculares; C: camada de
cicatrizacao; S: suber; Seta: hiperplasia; Cabeca de seta: hipertrofia. Barra = 50 pm.

5.4.1.4. Folhas de lima acida ‘Galego’ inoculadas com Xac306,
XfaC1632 e XfaC1630

Os cortes transversais de folhas de lima acida ‘Galego’ inoculadas com
Xac306 apresentaram alteracbes distintas e mais intensas do que em laranja
‘Hamlin’. Observou-se, aos 5 dai, intensa hiperplasia e hipertrofia das células
parenquimaticas em comparacdo com as folhas de laranja ‘Hamlin’, causando
aumento dorsiventral do limbo e rompimento da epiderme, liberando as bactérias
para a superficie externa. Os espacos intercelulares foram preenchidos por células
degradadas e bactérias. Notou-se, em alguns pontos, o acumulo de substancias
densas de natureza polissacaridica, que caracterizam a goma formada pela bactéria
(Figura 14A).

Em geral, os feixes vasculares permaneceram intactos, mas em locais com
muita degradacao celular ao redor dos feixes, observou-se a desorganizacdo das
fiboras gelatinosas e a desestruturacdo do floema e xilema. As células
parenquimaticas encontraram-se com o citoplasma denso e com vacuolos
subdivididos. Ja aos 20 dai, houve o aumento da regido com alteracbes no limbo
foliar, devido a intensificacdo da hiperplasia e da degradacéo celular. Os espacos
intercelulares encontraram-se preenchidos por goma e bactérias (Figura 14B).

A infeccdo com XfaC1632, aos 5 dai, induziu hiperplasia e hipertrofia celular
com menor intensidade, em comparacao as outras estirpes, assim, ndo se observou
aumento dorsiventral do mesofilo. Proximo a regido de inoculagdo, observou-se
intensa divisdo celular das células parenquimaticas e a presenca de goma (Figura
14C). Com o avanco da infec¢ao, observou-se aumento de hiperplasia e hipertrofia e
pouco aumento dorsiventral, porém, sem ocasionar rompimento da epiderme. O
citoplasma encontrou-se denso e com acumulos de substéncias granulosas,

provavelmente, compostos fendlicos (Figura 14D).
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J4 a infeccdo com XfaC1630 induziu hiperplasia aos 5 dai, levando ao
rompimento da epiderme devido ao aumento dorsiventral do mesofilo. O citoplasma
das células do parénquima encontrou-se denso e com acumulo de vacuolos e
observou-se a presenca de goma e de bactérias nos espacos intercelulares (Figura
14E). Aos 20 dai, a hiperplasia tornou-se acentuada, levando ao aumento da
espessura do limbo foliar, além disso, observou-se pouca hipertrofia e muitas células

degradadas (Figura 14F).
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Figura 14 — Microscopia de luz. Folhas de lima acida ‘Galego’ aos 5 e 20 dias apds
inoculagéo (dai), evidenciando as alteragbes anatomicas decorrentes da infecgdo com as
bactérias Xac306: (A) intensa hipertrofia e hiperplasia celular e presenca de goma e
bactérias nos espacos intercelulares, (B) aumento da espessura do limbo foliar devido a
hiperplasia celular; XfaC1632: (C) hiperplasia e hipertrofia celular com menor intensidade,
(D) leve aumento do limbo foliar e presenca de goma nos espacos intercelulares; e
XfaC1630: (E) hiperplasia celular e acumulo de goma e bactérias nos espagos
intercelulares, (F) intensificacdo da hiperplasia e pouca hipertrofia celular. V: feixes
vasculares; G: goma xantana; R: area de rompimento da epiderme; Seta: hiperplasia;

Cabeca de seta: hipertrofia. Barra = 50 pum.

5.4.2. Microscopia eletrénica de varredura

5.4.2.1. Folhas sadias

As folhas usadas como controle (sadia e com furo) para a microscopia
eletronica de varredura estdo representadas na Figura 15A e 15B, conforme

descricéo apresentada nos resultados de microscopia de luz.

5.4.2.2. Folhas infectadas

Nas folhas inoculadas com Xac306, observou-se a presenca de bactérias na
parede das células do parénquima (Figura 16A) e nos espacos intercelulares,
envoltas por um denso material fibrilar, provavelmente goma xantana, formando
grandes aglomerados com bactérias, que forma o biofilme (Figura 16B). As bactérias
colonizaram os estdmatos e a superficie foliar externa. Os aspectos observados nas
duas variedades de citros, laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, foram semelhantes
entre si, nos dois tempos de coleta.

Nas folhas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas com XfaC1632 e XfaC1630,
observou-se bactérias somente na superficie foliar externa e nos estdématos, nao
sendo observado bactérias nos espacos intercelulares (Figuras 16C e 16E). J& em
folhas de lima acida ‘Galego’ inoculadas com as mesmas bactérias, em ambos os

tempos de coleta, foram visualizadas bactérias colonizando o0s espacos
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intercelulares, envoltas em goma (Figuras 16D e 16F). Também se observou

bactérias colonizando os estdbmatos e a superficie foliar externa.
Sadia

=

Figura 15 — Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET). Folhas
sadias de laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ usadas como controle: (A) mesofilo com
caracteristicas padrao da folha de citros. Barra = 20 pum. (B) mesofilo evidenciando camada
celular de cicatrizacdo. Barra = 25 um. (C) aspecto normal de uma célula vegetal. Barra = 2
um. (D) células vegetais evidenciando vacuolos subdivididos. E: epiderme; P: parénquima
palicadico; L: parénquima lacunoso; I: idioblastos; C: camada de cicatrizacdo; El: espago

intercelular; N: nacleo; C: cloroplasto; V: vacuolo.
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Figura 16 — Microscopia eletronica de varredura. Folhas de laranja ‘Hamlin’ e lima &cida
‘Galego’ inoculadas com Xac306: (A) bactérias aderidas a parede celular do hospedeiro.
Barra = 2 um. (B) bactérias envoltas em goma xantana. Barra= 10 pm; XfaC1632: (C)
mesofilo com auséncia de bactérias. Barra = 10 um. (D) bactérias envoltas em goma,
formando aglomerados. Barra = 10 um; e XfaC1630: (E) bactérias colonizando um
estbmato. Barra = 5 um. (F) bactérias preenchendo o espaco intercelular. Barra = 5 um. B:

bactérias; El: espaco intercelular; Estrela: goma xantana.
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5.4.3. Microscopia eletronica de transmisséo

5.4.3.1. Folhas sadias

As folhas controle de laranja ‘Hamlin’ e de lima acida ‘Galego’ apresentaram
células com as caracteristicas tipicas de células saudaveis, como nucleo integro,
organelas estruturadas e espacos intercelulares vazios (Figura 15C). Ja as células
vegetais das folhas perfuradas com agulha, apresentaram vacuolos subdivididos e
acumulo de substancias com aspecto granulado, provavelmente, em resposta a

injuria causada pelo furo (Figura 15D).

5.4.3.2. Folhas de laranja doce ‘Hamlin’ inoculadas com Xac306,
XfaC1632 e XfaC1630

A analise dos cortes transversais de folhas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas com
Xac306 aos 5 dai revelou alteracbes celulares em relacdo as folhas sadias. O
conteldo citoplasmatico apresentou-se eletrondenso, o nudcleo hipertrofiado e
organelas, como cloroplasto, mitocéndrias e reticulo endoplasmatico,
desestruturadas. A degradacao das paredes celulares foi observada em locais com
presenca abundante de bactérias. A degradacao celular levou ao aumento dos
espacos intercelulares e, por consequéncia, aumento da area colonizada por
bactérias. As bactérias foram observadas colonizando os espacos intercelulares e
imersas em um material fibrilar e eletrondenso, provavelmente goma xantana,
formando aglomerados com bactérias (Figura 17A). Nao foram observadas bactérias
nos feixes vasculares, no entanto, células vizinhas as células do floema foram
degradadas e colonizadas por bactérias. As bactérias aparentaram estar
metabolicamente ativas, pelas caracteristicas intracelulares observadas.

No segundo tempo de infecgdo, aos 20 dai, as bactérias aparentaram estar
degeneradas, pois o0 citoplasma bacteriano encontrou-se desorganizado e as
bactérias com perda do formato caracteristico (Figura 17B). Observou-se aumento

dos espacos intercelulares devido a degradacédo celular e as células vivas
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apresentaram paredes mais espessadas e eletrondensas, além de vacuolos com
acumulo de substancias resultantes da degradacao celular.

As alteragdes observadas em folhas de laranja doce ‘Hamlin’ inoculadas com
as estirpes XfaCl1632 e XfaC1630, foram caracteristicas de reacdo de
hipersensibilidade (HR). Nas folhas inoculadas com a estirpe XfaCl1632, a
membrana plasmética foi vista em processo de degeneracdo, assim como a
desorganizacdo e consequente degeneracdo generalizada de organelas, como
mitocondrias e cloroplastos. O nucleo foi, inicialmente, encontrado hipertrofiado
(Figura 18A e 18C). Os vacuolos foram observados contendo substancia de aspecto
granular e eletrondenso, provaveis compostos resultante de oxidacdo das
substancias acumuladas no vacuolo e os espacos intercelulares apresentaram-se
vazios, ausentes de bactérias e de goma (Figura 17C, 17D, 18B). Células
parenquimaticas foram vistas degeneradas, com vacuolos subdivididos (Figura 18C
e 18D).

Nas folhas inoculadas com XfaC1630, observaram-se as mesmas
caracteristicas descritas acima. Foi possivel observar a degeneracao do citoplasma
e de organelas nas células parenquimaticas. Dentro dos vacuolos notou-se a
presenca de substancia de aspecto granular e eletrondenso, provavelmente,
resultado de oxidagdo das substancias acumuladas no vacuolo (Figura 17E, 17F,
19A e 19D). As mesmas caracteristicas foram visualizadas na epiderme, visto pela
camara subestomaética, indicando que a resposta de HR estendeu-se para além de
células infectadas (Figura 19C). Observou-se, em um unico local, a presenca de
bactérias degeneradas, imersas em goma xantana, com aspecto fibrilar e
eletrondenso, formando um envoltério ao redor das bactérias (Figura 19B). Em geral,
0S espacos intercelulares encontraram-se ausentes de bactérias (Figura 17F),
contudo, observou-se o0 acumulo de uma substancia eletrondensa nos espacos

intercelulares, provavelmente, compostos fendlicos (Figura 19A e 19D).
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Figura 17 — Microscopia eletronica de transmissdo. Folhas de laranja ‘Hamlin’ aos 5 e 20
dias apos inoculagao (dai), inoculadas com Xac306: (A) bactérias preenchendo os espacos
intercelulares envoltas em goma; ndcleo hipertrofiado e citoplasma degradado. Barra = 2
um. (B) bactérias degeneradas no espaco intercelular. Barra = 1 um; XfaC1632: (C) células
com citoplasma e organelas degradadas e vacuolo com residuos de provavel oxidacéo.
Barra = 2 um. (D) espacos intercelulares sem bactérias e vacuolos com substancias de
aspecto granulado. Barra = 5 pm; e XfaC1630: (E) citoplasma eletrondenso e degradado
com muitos vacuolos subdivididos. Barra = 4 um. (F) espagos intercelulares vazios,
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citoplasma degenerado. Barra = 2 um. B: bactérias; El: espaco intercelular; P: parede
celular; C: citoplasma; N: nucleo; O: oxidagéo; V: vacuolo; Estrela: goma; Cabeca de seta:
cloroplasto.

Figura 18 - Microscopia eletronica de transmissdo. Reagéo de hipersensibilidade (HR) em
folhas de laranja doce ‘Hamlin’ inoculadas com XfaC1632: (A) Desestabilizacao da
membrana plasmatica, cloroplasto, mitocéndrias e nacleo celular degenerados. Barra = 0,4
um. (B) Células parenquimaticas com nucleo degenerado e vacuolos com substancia com
aspecto granular e espacos intercelulares vazios. Barra = 2 um. (C) Células parenquiméticas
com organelas degeneradas, subdivisdo do vacuolo e nucleos hipertrofiados. Barra = 2 um.

(D) Células parenquimaticas degeneradas e com vacuolos subdivididos, organelas
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degeneradas e espago intercelular vazio. Barra = 2 pm. Mp: membrana plasmética; V:
vacuolo; M: mitocdndria; Cp: cloroplasto; Ct: citoplasma; N: nucleo; Vs: vacuolo subdividido;
El: espaco intercelular.

Figura 19 - Microscopia eletrénica de transmissdo. Rea¢édo de hipersensibilidade (HR) em

folhas de laranja doce ‘Hamlin’ inoculadas com XfaC1630: (A) Célula parenquimaticas com
mitocondria e cloroplasto degenerados, subdivisdo do vacuolo, desestabilizagdo da
membrana plasmatica (setas brancas) e presenca de substancia eletrondensa nos espacos
intercelulares. Barra = 1 um. (B) Bactérias, provavelmente, mortas, envoltas por goma
xantana no espaco intercelular e circundadas por células degeneradas. Barra = 0,5 um. (C)

Células da epiderme, mostrando camara subestomatica, subdivisdo do vacuolo e a
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presenca de substancias de aspecto granular no seu interior. Barra = 2 um. (D) Células
parenquiméticas com citoplasma e organelas degeneradas, subdivisdo do vacuolo e
espacos intercelulares vazios com substancia eletrondensa. Barra = 1 um. V: vacuolo; M:
mitocéndria; Cp: cloroplasto; Ct: citoplasma; Vs: vacuolo subdividido; B: bactéria; C: célula;
El: espaco intercelular; Ca: cuticula; Cs: cAmara subestomatica.

5.4.3.3. Folhas de lima acida ‘Galego’ inoculadas com Xac306,
XfaC1632 e XfaC1630

As alteracBes observadas nos cortes transversais de folhas de lima &cida
‘Galego’ inoculadas com Xac306, XfaC1632 e XfaC1630 foram semelhantes a
descricdo da infeccdo de Xac306 em ‘Hamlin’. Observou-se intensa degradacao de
parede celular pelas bactérias, colonizacdo dos espacos intercelulares com
bactérias envoltas em goma xantana e citoplasma eletrondenso (Figuras 20A, 20C e
20E). J& aos 20 dai, grande parte das bactérias observadas encontraram-se
degeneradas e, aparentemente, imobilizadas em goma, que se apresentou mais
eletrondensa (Figuras 20B, 20D e 20F).
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Figura 20 — Microscopia eletronica de transmisséo. Folhas de lima &cida ‘Galego’ aos 5 e 20
dias apos inoculacdo (dai), inoculadas com Xac306: (A) bactérias envoltas em goma e
degradacédo da parede celular. Barra = 0,5 um. (B) bactérias vivas e degeneradas envoltas
em goma com aspecto granular nos espagos intercelulares. Barra = 1 um; XfaC1632: (C)
vacuolos com substancia de aspecto granulado e bactérias no espago intercelular. Barra = 2
pum. (D) bactérias em aglomerados, envoltas em goma. Barra = 1 um; e XfaC1630: (E)
bactérias envoltas em goma e degradagdo da parede celular. Barra = 0,5 um. (F) bactérias

vivas e degeneradas envoltas em goma com aspecto granular nos espagos intercelulares.
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Barra = 4 um. B: bactérias; El: espaco intercelular; P: parede celular; C: citoplasma; V:

vacuolo; Estrela: goma xantana.

5.5.Analise comparativa da infeccao de diferentes estirpes de Xanthomonas
em lima acida ‘Galego’ por técnicas de microscopia de luz e eletrénica

de varredura e de transmissao

O processo de infeccdo causado por cinco estirpes de Xanthomonas
patogénicas a citros, inoculadas em folhas de lima acida ‘Galego’, foi avaliado por

diferentes técnicas de microscopia aos 40, 70 e 120 dias ap0s a inoculagéo (dai).

5.5.1. Microscopia de luz

5.5.1.1. Folhas inoculadas com Xac306

O limbo foliar inoculado com Xac306 apresentou, aos 40 dai, hiperplasia e
hipertrofia das células do parénquima lacunoso e espessamento do limbo foliar. As
bactérias colonizaram todo o mesofilo e em vérios locais, observou-se a presenca de
goma preenchendo os espacos intercelulares e as células rompidas (Figura 21A). As
células do parénquima palicadico adjacente as células coletoras foram danificadas
pela acdo das bactérias, no entanto, a camada de células adjacente a epiderme
ainda néo revelou danos no primeiro tempo de coleta. Foi observada a presenca de
provaveis compostos fendlicos, acumulados no interior de células ainda vivas
(Figura 21A). Aos 70 dai, houve intensificacdo da hiperplasia e hipertrofia e
espessamento do limbo foliar, levando ao rompimento da epiderme (Figura 21B).
Observou-se 0 aumento de espacos vazios devido a intensa degradacéo de células,
além de presenca abundante de bactérias e goma nos espacos intercelulares

(Figura 22B). As folhas desse tratamento tiveram abscisédo antes de 120 dai.
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Figura 21 — Microscopia de luz. Folhas de lima acida ‘Galego’ aos 40 e 70 dias apoés
inoculacéo (dai), inoculadas com Xac306: (A) hiperplasia e hipertrofia celular e presenca de
bactérias e goma xantana nos espacos intercelulares. (B) hiperplasia e hipertrofia celular,
espessamento do limbo foliar e rompimento da epiderme; Xac636: (C) hiperplasia e
hipertrofia celular que levaram ao espessamento do limbo foliar e rompimento da epiderme,
além da presenca de goma nos espacos intercelulares. (D) hiperplasia celular; Xac828: (E)
hiperplasia e hipertrofia celular e presenca de bactérias e goma xantana nos espacgos
intercelulares. (F) hiperplasia celular e a presenca acentuada de goma; Xacm1510: (G)
intensa hiperplasia, pouca hipertrofia celular e presenca de goma nos espacos
intercelulares. (H) espacos intercelulares vazios e provaveis compostos fendlicos
acumulados no interior das células parenquimaticas; XfaC1632: (I) hiperplasia celular,
presencga de goma e bactéria nos espacos intercelulares e provaveis compostos fenolicos na
regido do furo. (J) hiperplasia e hipertrofia, espacos intercelulares vazios e suberizacdo do
tecido na regido do furo. B: bactérias; G: goma xantana; R: rompimento da epiderme; E:
espaco intercelular; C: camada de cicatrizacdo; F: compostos fendlicos; Seta: hiperplasia;

Cabeca de seta: hipertrofia. Barra = 50 pm.



59




60

Figura 22 — Microscopia de luz. Folhas de lima acida ‘Galego’ aos 40 e 70 dias apoés
inoculagdo (dai), inoculadas com Xac306: (A) e (B) bactérias e goma nos espacos
intercelulares e provaveis compostos fendlicos na parede e citoplasma de algumas células.
Barra = 50 um e 20 um, respectivamente; Xac636: (C) degradagcdo de células do
parénquima lacunoso e células intactas no parénquima palicadico. Barra = 20 um. (D)
bactérias e goma nos espacos intercelulares e degradacdo de células ao redor dos feixes
vasculares. Barra = 20 um; Xac828: (E) bactérias e goma nos espacos intercelulares. Barra
= 50 um. (F) acumulo de provaveis compostos fendlicos no citoplasma celular. Barra = 20
um. P: parénquima palicadico; L: parénquima lacunoso; B: bactéria; E: espaco intercelular;

G: goma xantana; F: compostos fendlicos; N: nlcleo; V: feixes vasculares.

5.5.1.2. Folhas inoculadas com Xac636

As secg0es transversais do limbo foliar inoculado com Xac636 revelaram que
no primeiro tempo de coleta, houve espessamento do limbo foliar devido a hipertrofia
e hiperplasia. Observou-se, também, a presenca de goma nos espacos
intercelulares (Figura 21C). Houve degradacao das células do parénquima lacunoso,
enquanto que o parénquima palicadico foi menos afetado, apresentando camadas
de células ndo degradadas (Figura 22C), visto pelo nucleo periférico de células do
parénquima lacunoso (Figura 22D). Aparentemente, a capacidade de degradacéo de
Xac636 foi menor comparada com Xac306. Aos 70 dai, observou-se intensa
hiperplasia das células do parénquima lacunoso e presenca de bactérias nos
espacos intercelulares (Figura 21D), além da degradacdo de células ao redor dos
feixes vasculares. Em todos os tempos de coleta, observou-se a presenca de goma

e bactérias no tecido parenquimatico.

5.5.1.3. Folhas inoculadas com Xac828

O limbo foliar de lima acida ‘Galego’ inoculado com Xac828 apresentou, aos
40 dai, hipertrofia e intensa hiperplasia, apesar dessas alteracdes, ndo se observou
espessamento do limbo foliar e rompimento da epiderme (Figura 21E). Foi
observada a presenca de bactérias nos espacos intercelulares, envoltas em goma

(Figura 22E). Ja aos 70 e 120 dai, observou-se acentuada presenca de goma e de
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bactérias nos espacos intercelulares (Figura 21F). Notou-se que a degradacdo do
parénquima lacunoso atingiu os feixes vasculares e dentro das células desse
parénquima ocorreu a deposicdo de substancias, provavelmente compostos

fendlicos, tal fato pode ser observado conforme indicacéo na Figura 22F.

5.5.1.4. Folhas inoculadas com Xacm1510

A andlise do limbo foliar inoculado com Xacm1510 mostrou pouca hipertrofia
e hiperplasia e auséncia do rompimento da epiderme (Figura 21G). Observou-se
acumulo de goma e a presenca de bactérias nos espacos intercelulares, além da
degradacdo celular e o acumulo de substancias, provaveis compostos fendlicos
(Figura 23A). Com o avanco da infeccdo, observou-se hiperplasia mais intensa
(Figura 23B) e espagos intercelulares vazios, sem bactérias e goma, diferentemente
das demais estirpes (Figura 21H).

5.5.1.5. Folhas inoculadas com XfaC1632

A inoculagdo com XfaC1632 induziu a formagdo de uma camada de
cicatrizacdo bem definida, com no minimo 5 camadas de células. A intensa
hiperplasia do parénquima levou ao espessamento do limbo foliar, acarretando no
rompimento da epiderme (Figura 211). Observou-se goma e bactérias nos espacos
intercelulares e dentro de células rompidas (Figura 23C). Assim como observado na
inoculagcdo com Xacm1510, observou-se espacos intercelulares sem a presenca de
bactérias e de goma (Figura 21J). A infeccdo com XfaC1632 induziu a producédo de
substancias, provavelmente compostos fendlicos, e a suberizacdo do tecido, que
constitui a coloracdo parda, observada macroscopicamente nos sintomas (Figura
21J). Observou-se, também, o aumento dos espacos intercelulares devido ao

rompimento das células degradadas do parénquima (Figura 23D).
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Figura 23 — Microscopia de luz. Folhas de lima acida ‘Galego’ aos 40 dai, 70 e 120 dai,
inoculadas com Xacm1510: (A) bactérias e goma nos espacos intercelulares. Barra = 20 pm.
(B) hipertrofia celular e acumulo, provavelmente, de compostos fendlicos no citoplasma das
células do parénquima. Barra = 20 um; XfaC1632: (C) presenca de goma nos espacos
intercelulares e em células degradadas. Barra = 50 pm. (D) aumento dos espacos
intercelulares devido ao rompimento das células do parénquima. Barra = 50 pym. P:
parénquima palicadico; L: parénquima lacunoso; G: goma xantana; F: compostos fendlicos;

V: feixes vasculares; H: hipertrofia; Seta: espacos intercelulares.

O tecido vegetal sofreu modificagbes na sua anatomia decorrentes da
infeccdo com as diferentes espécies de Xanthomonas. Em nivel de comparacao, foi
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possivel observar alguns aspectos comuns a todos os tratamentos, com diferentes
intensidades, mostrados na Tabela 4 e descritos anteriormente para cada

tratamento.

Tabela 4 — Intensidade dos aspectos observados por microscopia de luz em folhas de lima

acida ‘Galego’ decorrentes da infec¢cdo com as estirpes de Xanthomonas.

Aspectos observados Estirpes
Xac306 Xac636 Xac828 Xacml510 XfaC1632
Hiperplasia +++ +++ +++ - +++
Hipertrofia +++ +++ + - +
Rompimento da epiderme +++ +++ - - F++
Bactérias no espago intercelular — +++ ++ ++ + +
Biofilme ++ + +++ +++ +
Compostos Fendlicos ++ + +++ +++ +++

++++: muito alta; +++: alta; ++: intermediaria; +: baixa; -: auséncia da alteracéo.

5.5.2. Microscopia eletrénica de varredura

A analise das amostras em microscéopio eletrbnico de varredura revelou
aspectos em comum para todas as estirpes estudadas: Xac306, Xac636, Xac828,
Xacm1510 e XfaCl1632. Observou-se, em todos o0s tratamentos, presenca de
bactérias nos estdmatos e na superficie externa do tecido vegetal (Figura 24A). No
mesofilo, foram encontradas bactérias aderidas a parede celular e envoltas em um
material fibrilar eletrondenso, provavelmente goma, preenchendo o0s espagos
intercelulares (Figura 24B). Visualizou-se bactérias dentro de células rompidas
(Figura 24C) e aglomerados de bactérias envoltos em goma, em varios locais do
mesofilo (Figuras 24D e 24F). Em tempos de coleta mais avangados, aos 70 e aos
120 dai, as bactérias aparentaram estar imobilizadas na malha fibrilar (Figura 24E).
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Figura 24 — Microscopia eletronica de varredura de folhas de lima acida ‘Galego’, inoculadas
com Xac306: (A) bactérias colonizando os estdmatos. Barra= 2 um; (B) bactérias aderidas a
parede celular e envoltas em goma xantana. Barra = 5 um; Xac636: (C) bactérias dentro de
uma célula rompida. Barra = 2 um; Xac828: (D) bactérias formando aglomerados, envoltas
em goma. Barra = 1 um; Xacm1510: (E) bactérias aparentemente imobilizadas em goma
xantana. Barra = 4 uym; XfaC1632: (F) bactérias preenchendo os espacos intercelulares.

Barra = 5 um. B: bactérias; E: estdbmato; El: espaco intercelular; C: célula.

5.5.3. Microscopia eletrénica de transmisséo

Nos cortes transversais de folhas de lima &acida ‘Galego’ infectadas, a

degradacéo celular, resultante da infeccdo com todas as estirpes, foi observada pelo
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contetdo citoplasmatico degenerado e pela desestruturacdo de organelas, como
cloroplastos, reticulo endoplasmatico e mitocondrias (Figura 25A). Observou-se,
também, o rompimento celular, o consequente extravasamento do conteudo
citoplasmatico e a invasdo de bactérias no seu interior (Figura 25B). A analise dos
cortes revelou a degradacdo da parede celular secundaria, em locais onde a
bactéria estava presente, levando ao afinamento da parede (Figura 25C).

As bactérias aparentaram estar metabolicamente ativas, porque foi possivel
observar a multiplicacdo por fissdo binaria e o material genético enovelado no
citoplasma bacteriano (Figura 25D). No entanto, para as estirpes Xac828, Xacm1510
e XfaC1632, mesmo nos primeiros tempos de coleta, a maioria das bactérias
observadas preenchendo o espaco intercelular encontravam-se degeneradas ou
mortas, visto seu citoplasma degenerado e a perda do seu formato caracteristico
(Figura 25D).

Nos cortes com Xacm1510, observou-se muitos vacuolos subdivididos dentro
das células e muitos vacuolos nos espacos intercelulares, provenientes de células
rompidas (Figura 25E). Os cortes dos tempos de infeccdo mais avancados
revelaram que a goma que preenchia o espaco intercelular apresentou-se com
aspecto granular e houve retragcdo da mesma em torno das bactérias, formando uma

espécie de envoltério ao redor das bactérias (Figura 25F).
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Figura 25 — Microscopia eletronica de transmissdo. Folhas de lima acida ‘Galego’,

inoculadas com Xac306: (A) degradacgéo celular. Barra = 2 um. (B) colonizacdo de bactérias
dentro de células rompidas. Barra = 2 um; Xac636: (C) degradacdo da parede celular. Barra
= 0,5 um. (D) bactérias degeneradas no espaco intercelular. Barra = 1 um; Xacm1510: (E)
vacuolos nos espacos intercelulares, provenientes de células rompidas. Barra = 4 um;
XfaC1632: (F) bactérias imersas em goma com aspecto granular e com retracdo da mesma
ao redor das bactérias. Barra = 1 um. N: nlcleo; V: vacuolo; M: mitocéndria; Cp: cloroplasto;
PD: parede degradada; B: bactérias; G: goma; C: célula; El: espaco intercelular; BD:
bactéria degenerada; BV: bactéria viva; FB: fissdo binaria; RG: retracdo da goma.
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5.6. Anélise comparativa dos efetores de viruléncia de Xanthomonas

As Xanthomonas possuem 62 efetores de viruléncia identificados, dos quais
40 estdo presentes em pelo menos uma das estirpes estudadas de Xac, XfaC e
Xacm, como apresentado na Tabela 5. Xac306 e Xac828 possuem 37 efetores,
Xac636 possui 36 efetores, Xacm1510, 17 e XfaC1632, 19. As trés estirpes de
Xanthomonas citri subsp. citri possuem, basicamente, 0 mesmo conjunto de genes
efetores de viruléncia, com algumas excec¢odes, discutidas na proxima sec¢ao.

A comparacdo dos efetores de viruléncia das estirpes de Xanthomonas,
revelou 18 efetores que estdo ausentes nas estirpes Xacml1510 e XfaC1632 em
relacdo a Xac306. Esses efetores sdo: XopC2, XopE2, XopG2, Xopll, XopJl, XopM,
XopS, XopT, XopZl, XopAA, XopAD, XopAl, XopALl, XopAP, XopAU, XopAW,
XopAY e XopAZ; e um efetor presente em comum nessas duas estirpes e ausente
em Xac306, o efetor XopO. Contudo, Xacm1510 e XfaC1632, possuem efetores
exclusivos em cada uma. Xacml1510 é a Unica espécie dentre as demais com
auséncia dos efetores AvrBs3, XopE3 e HrpW, enquanto a estirpe XfaC1632 nao
possui os efetores XopL, XopV e XopAE. XfaC1632 possui, exclusivamente, 0s
efetores XopJ5 e XopAG.

Tabela 5 — Presencga (P) ou auséncia (A) de efetores de viruléncia de Xanthomonas, no
genoma das estirpes estudadas (Xac306, Xac636, Xac828, Xacm1510 e XfaC1632).

ESUTDES | ac306 Xac636 Xac828 Xacmi1510  XfaCl1632
Efetores
AvrBs1 A A A A a
AvrBs2 P P P P 2
AvrBs3 P P P A P
XopB A A A A o
XopC1 A A P A A
XopC2 P P P A i
XopD A A A A &
XopE1l P P P P .
XopE2 P A P A &
XopE3 P P P A 2
XopF1 P P P P P
XopF2 P P P P .
XopG1 A A A A o
XopG2 P P P A A
XopH1 A A A A o
Xopl1 P P P A A




Estirpes
Efetores
XopJ1l
XopJ2
XopJ3
XopJ4
XopJ5
XopK
XopL
XopM
XopN
XopO
XopP
XopQ
XopR
XopS
XopT
XopU
XopV
XopW
XopX
XopY
XopZ1
XopAA
XopAB
XopAC
XopAD
XopAE
XopAF1
XopAG
XopAH
XopAl
XopAJ
XopAK
XopAL1l
XopAL2
XopAM
XopAP
XopAU
XopAW
XopAX
XopAY
XopAZ
XopA
HpaA
HrpWw
AvrXccAl
AvrXccA2

Xac306

>>TVUVUUVUU>»>»TVUU>»>TVU>TV>>>P>UVU>>TVU>TV>TV> VU U UIU>VOUUIU>>>>T

Xac636

>>TV UV UUU>»TVUU>»>UVTU>U>P>P>TVUP>P»UVTU>UVU>UVT> VU UTUVU>VTUUTU>>>>T

Xac828

>> TV UV UUU>»TVUU>»>UVUTU>U>P>P>TVTU>>UVTU>UVU>UV>>UVUTUVU> VU UTU>>>>TU

Xacm1510

>>>TVU>2>>2>2>2>2>2>2>02>2>2>2>2>02>>>2>>2>TV>TV>>>TVUVUVTUVIU>TIU>>>>>

XfaC1632
A

>>UVTUVU>»2>2>2>2>2>2>2>2>T02>2>2>T0V2>2>2>2>2>2>2>2>TV>>>>>>>>TVTUVUVTUTU>>TTU>>>
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5.7.Analise de dados do trancriptoma de laranja doce ‘Hamlin’ e lima acida

‘Galego’ infectadas com XfaC

Em um trabalho anterior do nosso laboratorio, a expressao diferencial de

genes de lima acida ‘Galego’ e de laranja doce ‘Hamlin’ infectados com XfaC1632 foi

analisada para compreender as diferencas de susceptibilidade entre essas espécies
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citricas (DA SILVA, 2015). As modificacbes microscopicas observadas em tecido
infectado de ‘Hamlin’ e ‘Galego’ relatadas aqui, foram relacionadas com a expressao
dos genes diferencialmente expressos (GDEs) de ‘Hamlin’ aos 5 dai, com maior
expressao diferencial (fold-change) e com significancia estatistica (p-value < 0,05).

Foram encontrados 59 GDEs em plantas inoculadas de lima acida ‘Galego’
em comparacado com o controle. Em plantas inoculadas de laranja doce ‘Hamlin’,
foram encontrados um namero maior de GDESs, correspondente a 2851 genes, dos
quais 39 sdo comuns a ambas as espécies. Também foram identificados 613 GDEs
em ‘Hamlin’ e 13 em ‘Galego’ envolvidos em processos biol6gicos, como processos
catabdlicos, parede celular, processos biossintéticos, componente celular, atividade
transmembrana e resposta ao estresse. Em ‘Hamlin’, encontramos 32 GDEs
relacionados com a defesa, mas apenas 4 em ‘Galego’ (Tabela 6).

XfaC regulou positivamente 32 transcritos de proteinas PR em ‘Hamlin’ e
apenas 6 em ‘Galego’. Entre as familias de PR induzidas por XfaC em citros estao:
quitinases classe | e endoquitinases (PR-3, -4 -8 e -11), proteinas semelhantes a
taumatina-(TLP) (PR-5), peroxidase (PR-9) e proteina SRG-1 (PR-10). XfaC regulou
em ‘Hamlin’, mas ndo em ‘Galego’, muitos genes relacionados ao reforco da parede
celular, como genes relacionadas a sintese de lignina (4cido cafeico 3-O-
metiltransferase), suberina (proteina eceriferum), polissacarideos da parede celular

(inositol oxigenase) e deposicdo de silica (proteina rica em prolina).
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Tabela 6 — Genes de laranja doce ‘Hamlin’ e de lima acida ‘Galego’ modulados 5 dias apds infecgdo com XfaC1632.

Hamlin Galego
GenelD Fold-change | p-valor Fold-change | p-valor Funcéo predita
orangel.1g020187m.g | 999,365 9,729E-27 | 20,429 1,564E-04 | basic endochitinase
orangel.1g011801m.g | 960,027 1,176E-04 | - - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 1-like
orangel.1g032636m.g | 786,965 1,321E-17 | 20,688 3,79E-03 | chitinase CHI1 (CHI1)
orangel.1g022160m.g | 385,004 1,011E-07 | - - SRG1-like (LOC102630196)
orangel.1g016531m.g | 296,545 6,211E-05 | - - ECERIFERUM 1-like
orangel.1g026037m.g | 228,115 5,416E-24 | 26,742 4,11E-07 | thaumatin-like protein 1b
orangel.1g010421m.g | 215,579 2,411E-13 | - - flavin-containing monooxygenase 1
orangel.1g011108m.g | 161,186 2,768E-10 | 22,413 0,012 serine carboxypeptidase-like 23
orangel.1g018077m.g | 145,253 1,556E-27 | - - feruloyl CoA ortho-hydroxylase 1
orangel.1g032285m.g | 141,043 3,234E-14 | - - pathogenesis response protein (PR-4)
orangel.1g028062m.g | 120,799 8,433E-04 | - - proline-rich protein
orangel.19g012212m.g | 120,157 4,125E-19 | - - UDP-glycosyltransferase
orangel.1g032847m.g | 87,067 1,470E-06 | - - NIM1-INTERACTING 2
orangel.1g004023m.g | 80,419 1,611E-42 | - - potassium transporter 5
orangel.19g021203m.g | 78,001 5,832E-04 | - - inositol oxygenase 2
orangel.19g033647m.g | 74,045 2,572E-18 | - - caffeic acid 3-O-methyltransferase-like
orangel.1g006446m.g | 55,869 5,639E-20 | - - L-type lectin-domain containing receptor kinase
orangel.1g021960m.g | 54,112 7,734E-04 | - - short-chain dehydrogenase reductase 2a
orangel.1g017448m.g | 43,511 1,948E-30 | - - 12-oxophytodienoate reductase 11
orangel.1g020449m.g | 39,289 1,274E-03 | - - peroxidase 55
orangel.19g020078m.g | 32,254 2,002E-10 | - - wall-associated receptor kinase-like 16
orangel.19g013225m.g | 30,948 6,067E-12 | - - ethylene-responsive transcription factor ERF110
orangel.1g002907m.g | 5,165 7,020E-08 | - - glycine-rich domain-containing protein 1
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6. DISCUSSAO

Interacdes planta-patdgeno sdo extremamente variaveis, pois dependem de
combinacdes especificas de uma espécie de hospedeiro ou de uma estirpe de
patégeno (LEE et al., 2009). Esse trabalho fornece a descricdo comparativa do
processo infeccioso de diferentes estirpes de Xanthomonas causadoras de doengas
em citros, inoculadas em duas variedades citricas, além da analise in vitro de
importantes fatores de viruléncia dessas estirpes. Além disso, dados de expressao
génica de citros séo relacionados com as alteragbes macro e microscépicas para

explicar a diferenca de susceptibilidade de diferentes variedades de citros a XfaC.

6.1.Compreensdao do processo de infeccdo de diferentes estirpes de

Xanthomonas em lima acida ‘Galego’

A interacdo compativel de Xanthomonas-citros foi avaliada pela inoculacéo
das estirpes patogénicas Xac306, Xac636, Xac828, Xacml1510, XfaCl632 e
XfaC1630, em lima acida ‘Galego’, enquanto a interacao incompativel foi avaliada
pela inoculagdo de XfaC1632 e XfaC1630 em laranja doce ‘Hamlin’. A infecgdo em
condi¢cBes naturais acontece com a entrada da bactéria por estbmatos, hidatddios ou
ferimentos (GRAHAM et al., 2004). Existe uma etapa de colonizacao epifitica,
previamente a entrada do patégeno no mesofilo, em que a formacao do biofilme e a
producdo de goma influenciam diretamente o desenvolvimento da doenca (RIGANO
et al., 2007).

Neste trabalho, as bactérias foram inoculadas no mesofilo foliar por ferimento
com agulha, imersa em suspensao bacteriana. As modificacbes na anatomia
causadas pelo furo com agulha foram desconsideradas, a fim de néo influenciar na
interpretacdo dos dados provenientes da infec¢do. Grande parte das bactérias foi
diretamente inoculada dentro do mesofilo, apesar disso, a colonizacdo da superficie
epifitica e dos estbmatos foi observada pela microscopia eletrbnica de varredura, em
todas as estirpes. Isso aconteceu, provavelmente, por bactérias que se depositaram

na superficie foliar ou liberadas para a superficie com o rompimento da epiderme.
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Dentro do mesofilo, a bactéria se locomove no apoplasto com auxilio do
flagelo e se adere a superficie celular, por meio de proteinas especializadas,
chamadas adesinas, pela pili do sistema de secrecdo do tipo VI ou do hrp
(BRUNINGS; GABRIEL, 2003; GOTTIG et al., 2009). Ap6s a multiplicacdo celular
atingir certa densidade, a movimentacao flagelar auxilia as bactérias que, até entao,
se encontravam em estado planctdnico, a se aglomerarem, dando inicio a formacao
do biofilme, envoltas em goma xantana, LPS, proteinas e DNA extracelular (LI,
WANG, 2011; FERENCE et al., 2017).

A microscopia de luz e as microscopias eletrbnicas de varredura e
transmissdo permitiram a visualizacdo da goma xantana, polissacarideo extracelular
produzido pelas bactérias do género Xanthomonas, envolvendo as bactérias e
preenchendo os espacos intercelulares e células rompidas. Na microscopia de luz, a
goma xantana foi observada pela coloracao tipica de material polissacaridico corado
com azul de toluidina, que varia de rosa a vermelho (WATT, McCULLY, JEFFREE,
1993), também observado por Pruvost e colaboradores (2002). Na microscopia
eletronica, foi observada como um material eletrondenso e fibrilar, com estruturas
semelhantes as fibrilas provenientes da parede celular do hospedeiro (LEE et al.,
20009).

Grande quantidade de bactérias imersas em goma xantana foi observada em
lesBes antigas de cancro citrico de mais de seis meses, indicando que as bactérias
estavam ativas e, sugere, que sua liberacdo para o ambiente externo ndo esta
diretamente relacionada com a idade da lesdo (PRUVOST et al, 2002).
Semelhantemente, foi possivel observar em lesdes de, aproximadamente, dois a
quatro meses de idade, bactérias ainda vivas nos espacos intercelulares, imersas
em goma xantana.

O biofilme é considerado um importante fator de viruléncia para Xac e é
imprescindivel para a adesdo de Xac nas superficies de folhas e frutos (SENA-
VELEZ et al., 2015). A lima &cida ‘Galego’, como um hospedeiro compativel, produz
fatores que podem ativar a formacao de biofilme em Xanthomonas patogénicas a
citros, visto que estas podem colonizar tanto a superficie interna quanto externa do
tecido do hospedeiro (SENA-VELEZ et al.,, 2015). Para todas as bactérias

inoculadas em ‘Galego’, foram visualizados aglomerados de bactérias envoltas em
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goma xantana, que constitui o biofilme, nas superficies externas e aderidas a parede
da célula hospedeira.

Em contato com a parede celular, a bactéria ativa o T3SS e através do pilus
hrp injeta a proteina PthA para dentro da célula hospedeira. O PthA pertence a
familia de genes avrBs3/pthA e, quando injetado, se direciona ao nucleo e ativa a
expressao do promotor do gene da planta upa20, responsavel por regular o tamanho
celular no genoma do hospedeiro (BRUNINGS; GABRIEL, 2003; KAY et al., 2007;
FERENCE et al., 2017). Dessa forma, Xac induz a hiperplasia e hipertrofia celular
gue leva a formacéo de lesdes cancrosas, tipicas da doenca. O pthA é considerado
0 gene determinante da patogenicidade de Xac, visto que a insercao desse gene em
outras Xanthomonas nédo causadoras de cancro, induz a divisdo, aumento e morte
das células do hospedeiro, levando a formacdo de lesbes cancrosas em citros
(SWARUP et al., 1991; DUAN et al., 1999; BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Com o progresso da infeccdo, a hiperplasia e hipertrofia celular levam a
reducdo do espaco intercelular, que é preenchido com goma xantana, produzida
pela bactéria, e as lesdes de cancro causam o rompimento da epiderme, permitindo
a liberacao de bactérias para a superficie foliar (SWARUP et al., 1991; BRUNINGS;
GABRIEL, 2003). A hiperplasia e hipertrofia celular, o espessamento do limbo foliar,
o rompimento da epiderme, assim como a presenca de bactérias e de goma xantana
nos espacos intercelulares, sdo alteracdes descritas na literatura para o cancro
citrico (LAWSON; DIENELT; CIVEROLO, 1989; SWARUP et al., 1991; BOHER et
al., 1996; PRUVOST et al., 2002). Todas essas alteracdes foram observadas por
meio da microscopia de luz em folhas de lima &cida ‘Galego’ infectadas com
Xac306, Xac636 e XfaCl632, com diferentes intensidades, enquanto que, as
estirpes Xac828 e Xacm1510 induziram pouco espessamento do limbo foliar, mas
gue néo ocasionou em rompimento da epiderme.

A multiplicacao celular e a colonizacdo no mesofilo sdo seguidas pela gradual
degeneracédo do tecido vegetal (RUDOLPH, 1993). A maioria das Xanthomonas
produzem enzimas hidroliticas como celulases, pectinases, xilanases e proteinases,
gue podem ser as responsaveis por causar a desorganizacdo gradual das células

parenquimaticas e a degradacao da parede celular (BOHER et al., 1996; PRUVOST
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et al., 2002), vista pela microscopia de luz e eletronica de transmissao, na infeccéo
com todas as estirpes.

Nos cortes de microscopia de luz de folhas de ‘Galego’ infectadas, observou-
se 0 acumulo de uma substancia no citoplasma das células do mesofilo, com
caracteristicas de compostos fendlicos, indicados pela coloragdo azul esverdeado,
corado com azul de toluidina (O'BRIEN; FEDER, McCULLY, 1964). Contudo, houve
diferenca na intensidade produzida dessa substancia em cada tratamento.
Aparentemente, as estirpes Xac828, Xacm1510 e XfaC1632 induziram a producao
de maior quantidade dessa substancia do que as estirpes Xac306 e Xac636, sendo
aguelas estirpes possivelmente menos virulentas do que estas.

Os compostos fenodlicos sao produzidos pela planta como resposta de defesa
em situacbes de estresse ou ataque de patégenos (SCHMITZ-HOERNER,;
WEISSENBOCK, 2003; CLE et al., 2008; BHATTACHARYA; SOOD; CITOVSKY,
2010). E provavel que a infeccdo com as estirpes menos agressivas Xac828,
Xacm1510 e XfaC1632, tenha favorecido a ativacdo mais prontamente da resposta
de defesa inicial da planta, levando ao acumulo desses compostos no interior das
células.

Pruvost e colaboradores (2002), observaram em les6ées de cancro citrico de
quatro e seis meses de idade, possivel acumulo de compostos fendlicos pelo
hospedeiro e a impregnacdo desses compostos na matriz polissacaridica,
envolvendo as bactérias no ambiente intercelular, visto pela autofluorescéncia
desses tecidos. A presenca desses compostos, semelhantes a lignina, sugeriu que
as bactérias ficam presas nessa estrutura. Isso pode explicar a imobilizacdo de
bactérias no espaco intercelular, observada por microscopia eletrénica de varredura
(Figura 23E) e transmissao (Figura 24F) em lesbes com mais de 40 dai.

Xac306 tem uma ampla gama de hospedeiros, acometendo todas as
variedades comerciais de citros (BRUNINGS; GABRIEL, 2003). Os sintomas
causados por Xac306 em folhas de lima acida ‘Galego’ e laranja doce ‘Hamlin’
revelaram a grande agressividade dessa estirpe em comparagdo com as demais,
como tambeém relatado por Jaciani (2012) e Brunings e Gabriel (2003). A anélise em

nivel estrutural (anatémico) revelou que a estirpe Xac306 é a mais agressiva dentre
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as estirpes estudadas, visto pela intensidade da inducdo da hiperplasia e hipertrofia
celular.

A estirpe Xac306 teve a maior producdo de goma e a segunda maior
formacdo in vitro de biofilme entre as estirpes e sua motilidade flagelar foi
intermediaria. Formou agregados em ensaio in vitro de auto agregacao celular,
similarmente as estirpes Xac828 e Xacm1510. Em Xac, a sintese da goma xantana
desempenha um importante papel no desenvolvimento da formacgéao de biofilme, pois
oferece suporte estrutural, sendo essencial para a formacdo de microcolbénias e o
desenvolvimento de estruturas mais complexas, em que as bactérias estdo
firmemente empacotadas e separadas por canais cheios de agua (RIGANO et al.,
2007).

A goma, também, atua na sobrevivéncia epifitica do patégeno, uma vez que
permite que a bactéria retenha &gua, resista aos estresses abidticos e aos
compostos antimicrobianos produzidos pela planta, como o peroxido de hidrogénio
(DUNGER et al., 2007; RIGANO et al., 2007). Além disso, facilita a dispersao da
bactéria formada nas lesbes na superficie, formando envoltérios ao seu redor
(GRAHAM et al, 2004), como observado pela microscopia eletrbnica de
transmisséo.

Em comparacdo com Xac306, a estirpe Xac636 possui reduzida gama de
hospedeiros. Quando inoculada em diferentes gendtipos de citros, essa estirpe
produziu sintomas com niveis de agressividade distintos em 60% das variedades
testadas (JACIANI, 2012). Nesse trabalho, a estirpe Xac636 produziu sintomas
similares aos de Xac306, em laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, porém,
atenuados. No entanto, a producdo de goma e a motilidade flagelar dessa estirpe
foram os segundos valores menores dentre as estirpes, a formacéo in vitro de
biofilme foi intermediaria e essa bactéria ndo formou agregados celulares em teste in
vitro.

A estirpe Xac828 produziu sintomas com lesfes achatadas em folhas de lima
acida ‘Galego’. Semelhantemente, em um trabalho anterior, essa estirpe produziu o
mesmo tipo de sintoma nas variedades ‘Swingle’, liméo ‘Cravo’, tangerinas ‘Ponkan’
e ‘Cravo’, laranja ‘Hamlin® e pomelo ‘Grapefruit’, com diferentes niveis de

agressividade (JACIANI, 2012). A estirpe Xac828 apresentou a maior capacidade de
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motilidade flagelar entre as estirpes, a segunda maior produgdo de goma, a
formacdo in vitro de biofilme foi intermediaria e formou agregados celulares em teste
in vitro. A presenca do flagelo e a produgédo de goma estdo relacionadas com o
desenvolvimento de um biofilme maduro (RIGANO et al., 2007; MALAMUD et al.,
2010), no entanto, ndo houve relacdo direta dessas caracteristicas testadas em
Xac636 e Xac828. A variagdo gendmica e transcriptdmica pode explicar as
diferencas in vivo e in vitro desses fatores de viruléncia como observado por Sena-
Veléz e colaboradores (2015). Esses autores observaram que estirpes de
Xanthomonas citri e outras Xanthomonas patgogénicas a citros apresentaram
comportamentos diferentes em relacdo a adeséo, formacéo de biofilme in vitro e in
vivo e motilidade.

Xacm produziu em lima acida ‘Galego’ lesdes achatadas, porém, distintas das
lesbes de Xac828. A formagédo de lesGes semelhantes foi produzida por Xacm
inoculada em ‘Swingle’, limao ‘Cravo’, limas &cidas ‘Galego’ e ‘Tahiti’, e tangerina
‘Cravo’ (JACIANI, 2012). Xacm foi a estirpe que mais formou biofilme in vitro e
apresentou elevados valores de producdo de goma e motilidade flagelar. Essa
estirpe obteve um comportamento de auto agregacao celular semelhante a Xac306
e a Xac828.

Estirpes de Xanthomonas com estrita gama de hospedeiros, assim como
Xacm, que naturalmente infecta somente citrumelo ‘Swingle’, produzem mais
biofilme em meio minimo e tem maior capacidade de motilidade (swimming) em
relacdo a estirpes com ampla gama de hospedeiros, provavelmente, devido a sua
baixa capacidade de adaptacdo a estresses bidticos e abidticos (SENA-VELEZ et
al., 2015). Esta pode ser uma vantagem de adaptacdo de Xacm no ambiente
intercelular pobre, visto que a auséncia de efetores de viruléncia importantes para a
patogenicidade, como o PthA, limita sua viruléncia.

As estirpes 1630 e 1632 de XfaC induziram HR quando inoculadas em laranja
‘Hamlin’ e, em lima acida ‘Galego’ o desenvolvimento dos sintomas tipicos de cancro
foi mais lento do que de Xac. Os sintomas provocados por XfaC1630 foram mais
amenos em comparagdo com a estirpe XfaC1632. Isso corrobora com o fato que
estirpes de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C produtoras de pigmento

em meio de cultura sélido, como a XfaC1630, sdo menos agressivas que as estirpes



77

nao produtoras de pigmento, como a XfaC1632 (NOCITI et al., 2006). Com excegé&o
da producdo de goma, que foi de valores intermediarios, a estirpe XfaC1630
apresentou os menores valores de motilidade flagelar e de formag&o in vitro de
biofilme, o que corrobora com sua baixa agressividade. Ja a estirpe XfaC1632,
produziu valores intermediarios de biofilme e de motilidade, enquanto que sua
producdo de goma foi a menor das estirpes. Ambas as estirpes nédo formaram
agregados celulares.

A andlise por microscopia da interacdo Xanthomonas-citros mostrou que
apesar das diferencas nas alteracdes morfoldégicas observadas no tecido foliar
infectado de lima acida ‘Galego’, que produziu diferentes sintomas, ndo houve
diferenca nas alteragcdes em nivel intracelular entre as estirpes, observadas pelas
microscopias eletrbnicas de varredura e transmissdo. Contudo, as alteracfes
morfoldgicas, visualizadas pela microscopia de luz, ndo sao suficientes para explicar
as diferencas na gama de hospedeiros e viruléncia de cada estirpe. Essas podem
ser explicadas pelo conjunto de efetores de viruléncia presentes em cada espécie ou
estirpe e pela variacdo no genoma e no transcriptoma (JALAN et al., 2011) (Tabela
5).

Xac306, possui 37 efetores de viruléncia identificados, dentre os quais, quatro
sdo diretamente envolvidos com a viruléncia: pthA4 (PthA4), avrXacEl (XopEl),
avrXacE2 (XopE3) e Xac3090 (XopL). O pthA4 é essencial para o desenvolvimento
dos sintomas de cancro, por ser responsavel pela inducdo das modificacdes
celulares caracteristicas da doenga, como hipertrofia e hiperplasia (SWAMP et al.,
1991; YAN; WANG 2012; JALAN et al., 2014). O avrXacE1l atua no nucleo da célula
hospedeira, onde interage com fatores de transcricao e proteinas de ligacdo ao DNA
e RNA, envolvidas, por exemplo, na regulagdo do “splicing”. O avrXacE2, pode ser
encontrado no nucleo ou no citoplasma da planta e, aparentemente, esta envolvido
com lesdes que estimulam a morte celular. O Xac3090 se direciona ao cloroplasto,
interagindo com proteinas desta organela (DUNGER et al., 2012).

As trés estirpes de Xanthomonas citri subsp. citri possuem, basicamente, o
mesmo conjunto de genes efetores de viruléncia, com algumas excec¢des. A estirpe
Xac828, nao apresenta o efetor XopT e € a Unica das trés estirpes com a presenca

do efetor XopC1l, enquanto a estirpe Xac636 nao apresenta o efetor XopEZ2,
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presente nas demais. A estirpe Xac306 possui 4 copias do gene pthA, em cada
plasmideo (DA SILVA et al., 2002), enquanto que as estirpes Xac636 e Xac828
possuem somente duas copias desse gene, em cada plasmideo (MOREIRA, dados
nao publicados). Essas diferencas podem ser determinantes na viruléncia dessas
estirpes e explicar a variacao na inducéo de sintomas.

XopT € um efetor ndo-TAL do T3SS, que possui distribuicdo limitada entre as
Xanthomonas (WHITE et al., 2009). Os efetores ndo-TAL estéao relacionados com a
supressdo da imunidade inata do hospedeiro, possivelmente, interferindo com
eventos de sinalizagdo (SINHA et al.,, 2013). A funcdo do XopT ainda néo foi
determinada, contudo, sua auséncia em Xac828 pode influenciar a viruléncia desta
estirpe, visto que as estirpes mais agressivas possuem esse efetor. Ja o efetor
XopCl1l, presente somente em Xac828, € um dos dois efetores que diferencia XacA
(tipo selvagem) das estirpes XacA" e XacA* e, comprovadamente, ndo esté
relacionado com a viruléncia nem com a determinacdo da gama de hospedeiros
(DUNGER et al., 2012; ESCALON et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

Xac636 nao possui o efetor XopE2, uma possivel transglutaminase
pertencente a familia HopX, que tem como alvo a membrana plasmatica das células
hospedeiras (THIEME et al. 2007). Em Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, a
miristoilacdo (uma modificacdo poés-traducional) desse efetor é necessaria para a
inducao do fendtipo da doenca (SALOMON et al., 2010).

A comparacdo dos efetores de viruléncia das estirpes mostrou que Xacm e
XfaC compartilham 14 efetores em comum com as outras estirpes, tendo um
conjunto de efetores muito mais semelhantes entre si em relacédo as estirpes de Xac,
sendo que o efetor XopO é encontrado exclusivamente em Xacm e XfaC. XopO é
um efetor da parte variavel do T3SS e que nado possui funcdo determinada, podendo
ser efetor com funcdo redundante (HAJRI et al.,, 2012), mas que ainda n&o foi
estudado em Xacm e XfaC. Além disso, Xacm1510 e XfaC1632 possuem 3 efetores
exclusivos. Xacm1510 é a Unica espécie dentre as demais com auséncia dos
efetores AvrBs3, XopE3 e HrpW, enquanto a estirpe XfaC1632 ndo possui 0s
efetores XopL, XopV e XopAE. Essas diferencas, juntamente com a diferenca de
crescimento e a producdo de goma e biofilme, podem explicar os sintomas e a

limitada gama de hospedeiros dessas estirpes.



79

Analisando o0 genoma de Xacm, observa-se que esta espécie é
filogeneticamente mais proxima de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) do
que de Xac e que Xacm nao possui plasmideos, enquanto que Xac contém dois,
comprovadamente importantes para sua patogenicidade (JALAN et al., 2011). Em
relacdo aos efetores do T3SS, Xacml1510 n&o possui o efetor AvrBs3/PthA,
conhecido por ser responsavel pelos sintomas de lesfes salientes do cancro, o que
explica a ndo erupcédo da epiderme nos sintomas produzidos por Xacm (JALAN et
al., 2011). Além disso, essa estirpe ndo possui os efetores XopE3, envolvido com
lesbes que estimulam a morte celular, e o efetor HrpW, uma proteina de fusdo com
um gancho péctico liase secretada pelo T3SS, juntamente, com o efetor Hpal. Esse
efetor € um componente do core do T3SS de varios organismos, como Erwinia
amylovora, Pseudomonas syringae e Xanthomonas citri subsp. citri (DA SILVA et al.,
2002; WHITE et al., 2009).

A auséncia desses efetores pode contribuir para a baixa viruléncia dessa
estirpe, 0 que corrobora com as analises macro e microscoépicas. A limitacdo nas
alteracdes celulares induzidas por essa estirpe, como pouca ou quase nenhuma
hipertrofia e hiperplasia, que produzem lesdes achatadas, pode favorecer a resposta
de defesa da planta, visto pela alta producdo de compostos fendlicos nessa
interacao.

Diferentemente de Xacm, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C
possui 0 gene efetor de viruléncia, pthA4, apresentando sintomas semelhantes aos
de Xac em lima acida, contudo, genes exclusivos dessa espécie sdo essenciais para
explicar as diferencas na viruléncia e gama de hospedeiros dessas estirpes
(MOREIRA et al., 2010). Xfa (tipos B e C) possui algumas familias de efetores
exclusivos, ausentes em Xac: XopB, XopAF, XopAG, XopE4, XopJ (MOREIRA et al.,
2010). Comparando o conjunto de efetores de XfaC1632 com as demais estirpes
estudadas, identificou-se o efetor XopO, presente em XfaC e Xacml1510 e dois
efetores exclusivos: XopAG e XopJs.

O efetor AvrGf2 é o homdlogo em XfaC do efetor XopAG, e é responsavel
pela rapida inducéo da resposta de hipersensibilidade (HR) de XfaC em algumas
espécies citricas e por limitar sua gama de hospedeiros (GOCHEZ et al., 2015).

XfaC € a unica estirpe de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolli que possui copia
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funcional do gene avrGf2. Esse gene esta presente em XfaB, porém, possui um
“transposon” em sua sequéncia que inativa sua funcéo. Isso sugere uma relacao
evolutiva entre essas duas estirpes, no qual XfaC seria a linhagem progenitora, além
de poder explicar a maior abrangéncia na gama de hospedeiros de XfaB (MOREIRA
et al.,, 2010; GOCHEZ et al., 2015). J& o efetor XopJ5 € um componente da parte
variavel do T3SS e, em X. campestris pv. campestris, foi associada com a
patogenicidade em Arabidopsis (GUY et al., 2013). Sua fungdo em XfaC ainda nao
esta determinada, sendo um importante alvo para pesquisa.

XfaC1632 n&o possui trés efetores encontrados em Xac306: XopL, XopV e
XopAE. XopAE é um efetor ndo-TAL do T3SS e assim como XopV, possui um
dominio rico em leucina. XopAE foi descrito em X. euvesicatoria como um efetor
envolvido na diminuicdo da deposicdo de calose na parede celular e no
desenvolvimento dos sintomas da doenca. Além disso, ele atua como um inibidor da
ativacdo do gene reporter induzido pela flag22 (POPQV et al., 2016). A auséncia

desses efetores, certamente, influencia na baixa viruléncia dessa estirpe.

6.2.Processo de infecgdo de Xanthomonas citri subsp. citri e Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii em diferentes variedades citricas

As variedades de citros possuem niveis variados de resisténcia ao cancro
citrico. A laranja doce ‘Hamlin’ é considerada susceptivel, enquanto que, a lima
acida ‘Galego’ é considerada altamente susceptivel (GOTTWALD; GRAHAM;
SCHUBERT, 2002). Por meio da microscopia de luz, foi possivel identificar
alteracdes no tecido infectado por Xac e XfaC dessas variedades que ressaltaram a
diferenca de susceptibilidade. Em geral, as alteragdes no tecido foliar de ‘Galego’
foram mais intensas do que em ‘Hamlin’. Aos 5 dai, o mesofilo de lima &cida se
encontrava com intensas hiperplasia e hipertrofia, presenca de goma xantana e
degradagéo celular, enquanto que, em laranja, a intensificacdo dessas
caracteristicas s6 foi observada aos 20 dai, indicando que o processo de infeccéo
em ‘Hamlin’ foi mais lento do que em “Galego’.

AlteragOes na anatomia do tecido de lima &acida, como hiperplasia e hipertrofia

foram observadas tanto na infecgdo com Xac, quanto com XfaC. Porém, o processo
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de infeccdo com as estirpes de XfaC foi mais lento e menos severo do que com Xac
(Figura 13). Isso pode ser explicado pelo fato do crescimento das estirpes de XfaC in
vitro (demonstradas nesse trabalho) e in planta, ser mais lento do que de Xac
(CERNADAS et al., 2008), o pode fazer com que a resposta de defesa da planta
seja mais eficaz, tornando a infeccdo por XfaC menos severa. As modificacdes
ultraestruturais provocadas pela infecgdo com Xac e XfaC em ‘Galego’ e com Xac
em ‘Hamlin’, foram semelhantes aos aspectos descritos no item 6.1.

XfaC tem gama de hospedeiros restrita a lima acida ‘Galego’ e citrumelo
‘Swingle’, causando reacdo de hipersensibilidade (HR) nas outras variedades
citricas (CERNADAS et al., 2008; MOREIRA et al., 2010). A HR em XfaC foi relatada
ha mais de 30 anos e, ha 10 anos, foi comprovada por meio de estudos de dinamica
de populacdo e vazamento de eletrdlitos, em pomélo e lima acida (GOCHEZ et al.,
2008; GOCHEZ et al., 2015). Neste trabalho traz a caracterizagcao ultraestrutural da
HR induzida por estirpes de XfaC, em laranja doce ‘Hamlin’. Macroscopicamente, a
HR é identificada pela coloracdo parda e de aspecto ressecado na regido de
inoculacdo, que caracteriza o tecido morto, cercada por tecido vivo (RUDOLPH,
1993; LEVINE et al., 1994), como observado na inoculacdo de XfaC1l632 e
XfaC1630, em folhas de laranja ‘Hamlin’. Microscopicamente, foi possivel observar
alteracOes distintas daquelas observadas para a infecgdo com Xac ou com as
estirpes de XfaC em ‘Galego’. O tecido foliar infectado de ‘Hamlin’ apresentou, aos 5
dai, hiperplasia e hipertrofia das células parenquimaticas, mas com menor
intensidade que em ‘Galego’, sem resultar no espessamento do limbo foliar e
rompimento da epiderme. Essas alteragcbes podem ter sido desencadeadas pelo
patdgeno previamente a indu¢do da HR, como também observado por Cernadas e
colaboradores (2008) em folha de laranja doce ‘Pera’ inoculada com XfaC.

Uma das principais caracteristicas da HR € a explosé@o oxidativa, que resulta
na producéo de espécies reativas de oxigénio, gerando superoxido e, o consequente
acumulo de peroxido de hidrogénio (H202) (DOKE, 1983). Observou-se, a partir de 5
dai, o acumulo de provaveis compostos resultantes de oxidagdo, em folhas
inoculadas com XfaC1632 e XfaC1630. Na microscopia de luz, esses compostos
foram observados, principalmente, nas células do parénquima palicadico, com

coloracdo roxa escura corada com azul de toluidina, enquanto que, na microscopia



82

eletrdnica de transmissdo, esses compostos foram visualizados dentro dos vacuolos,
como substancias eletrondensas e granuladas.

Além da presenca de compostos resultantes de oxidacdo, foi possivel
observar por microscopia eletronica de transmissao, outras caracteristicas de HR em
folnas de laranja ‘Hamlin’ infectadas com estirpes de XfaC. Os vacuolos
encontraram-se subdivididos no citoplasma, a membrana plasmética desestruturada,
o citoplasma e as organelas degeneradas. Em muitos locais, o espaco intercelular
encontrou-se com acumulo de substancias eletrondensas, provavelmente
compostos fendlicos. Poucas células degeneradas de XfaC1630 foram visualizadas
no espaco intercelular, imersas em goma xantana, com aspecto fibrilar e
eletrondenso, formando um envoltério ao seu redor. Essas alteracdes estdo de
acordo com as observacOes feitas por Bestwick, Benett e Mansfield (1995), em
infeccdo de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola em alface e Greenberg e Yao
(2004), em infeccdo de P. syringae em Arabidopsis, comprovando

ultraestruturalmente a ocorréncia de HR em laranja doce por estirpes de XfaC.

6.3.Resposta de defesa de laranja ‘Hamlin’ sob infecgao de XfaC

O reconhecimento de um patégeno pela planta é compreendido, basicamente,
por dois tipos de sistemas: os receptores de reconhecimento padrdo (“Pattern
Recognition Receptors” - PRR), responsaveis pela deteccéo de efetores ou padrdes
no apoplasto, como a flagelina, que ativam a imunidade desencadeada por PAMP
(“PAMP-triggered immunity” - PTI). E as proteinas com ligacdo a nucleotideos e
dominios repetitivos ricos em leucina (“nucleotide-binding, leucine-rich repeat
domains” - NLRs), responsaveis pelo reconhecimento citoplasmatico dos efetores de
viruléncia liberados pelo patégeno, que ativa a imunidade desencadeada por
efetores (“Effector Triggered Immnunity” - ETI). As NLRs sao codificadas pela
maioria dos genes R e sua ativacdo resulta na resisténcia a doencga e na resposta de
hipersensibilidade no local da infeccdo (JONES; DANGL, 2006; BIGEARD;
COLCOMBET,; HIRT, 2015; TANG; WANG; ZHOU, 2017).

XfaC modulou a expressao de 32 transcritos NLR em ‘Hamlin’, enquanto em

‘Galego’, somente 3. Além das NLRs, as proteinas de resisténcia podem ser de
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outra classe de proteinas, receptoras na superficie celular: proteinas receptoras do
tipo quinase (“receptor-like kinases” - RLK) e proteinas do tipo receptoras (“receptor-
like proteins” - RLP) (JONES; DANGL, 2006). Em ‘Hamlin’, 31 transcritos RLP e 2
RLK foram identificados Além disso, um receptor LRR serina treonina proteina
quinase fls2 (FLS2), que reconhece a flg22, um peptideo conservado da flagelina da
bactéria (JONES; DANGL, 2006), foi identificado em ‘Hamlin’, porém, ndo em
‘Galego’, sugerindo que o reconhecimento do patdgeno na espécie resistente é
muito mais eficiente que na susceptivel.

O gene orangel.1g006446m.g codifica uma proteina com dominio lectina tipo
L contendo receptor quinase, que sdo uma classe de proteinas do tipo receptoras
quinase (RLK), caracterizadas por um domino extracelular de lectina (BARRE et al.,
2002). Essa proteina foi superexpressa em ‘Hamlin’ (fold-change = 55,87), mas néo
teve alteracao significativa em ‘Galego’. Varias fungdes em processos biolégicos tém
sido atribuidas a essas proteinas, sendo a mais mencionada a transdugéo de sinais
em oligossacarideos extracelulares (BARRE et al.,, 2002; ANDRE et al., 2005;
WANG et al., 2013). Contudo, ja foi relatada a participacdo essencial dessa proteina
na resposta a doencas por diferentes patégenos (BOUWMEESTER et al., 2011;
WANG et al., 2013). Plantas de Arabidopsis com a superexpressao dessa proteina,
demonstraram aumento de resisténcia a infeccdo com Botrytis cinerea e maior
expressao de um grupo de genes relacionados a defesa (WANG et al., 2013).

Outra proteina RLK, associada a parede (“cell wall-associated kinase” - WAK),
é codificada pelo gene orangel.1g020078m.g e foi expressa em ‘Hamlin’, mais de
30 vezes do que na condicdo controle, enquanto que, em ‘Galego’, a expresséo
desse gene nédo sofreu alteracdo. As WAKSs ligam fisicamente a parede celular ao
compartimento interno e transmitem sinais através da membrana na resposta de
defesa da planta (LI et al., 2009). Elas estdo envolvidas na expansao celular, na
tolerancia a metais pesados e ja foram relatadas tendo envolvimento na resisténcia
de plantas a bactérias e fungos em algumas plantas como Arabidopsis, milho e arroz
(LALLY et al. 2001; HE et al. 1998; HOU et al. 2005; LI et al., 2009; HURNI et al.,
2015).

O aumento do influxo de célcio citoplasmatico é observado em resposta a
varias PAMPs (BIGEARD; COLCOMBET; HIRT, 2015). Identificou-se proteinas de
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membrana ATPase transportadoras de calcio, em ‘Hamlin® aos 5 dai. A
despolarizacdo da membrana e o influxo de outros ions, como K*, CI- e NOs séo
consideradas respostas rapidas a PAMPs (WU; SHAN; HE, 2014). O potassio € um
nutriente essencial e desempenha um papel crucial em varios processos biolégicos
(MARSCHNER, 2012). Ja foi reportado que a quantidade de potéssio tem relagcédo
direta com a resisténcia de plantas a doencas (WANG et al., 2013). Altas
concentracfes de potassio diminuem a competicdo interna de patdgenos por
nutrientes e permitem que as plantas desloquem mais recursos para a defesa, como
no refor¢co das paredes celulares (HOLZMUELLER; JOSE; JENKINS, 2007; WANG
et al., 2013). O gene orangel.1g004023m.g codifica um transportador de potassio e
esta superexpresso (fold-change = 80,4) em ‘Hamlin’, aos 5 dias de infeccdo, porém,
sem alteragdo em ‘Galego’, o que indica que a superexpressao desse gene esta
envolvido na resisténcia de laranja a XfaC.

Apbs o reconhecimento do patdgeno ocorre a sinalizacao celular, em que as
plantas induzem inUmeros mecanismos para defesa, como: fechamento estomaético;
producdo e secrecdo de compostos antimicrobianos e moléculas relacionadas a
defesa, como PR1; biossintese de horménios de defesa; producdo de espécies
reativas de oxigénio; reforco da parede celular; e a resposta de hipersensibilidade
(HR) no local da infec¢cdo (BIGEARD; COLCOMBET,; HIRT, 2015). Essas respostas
sdo desencadeadas pela cascata MAPK, um dos primeiros eventos de sinalizacao,
gue modulam a imunidade da planta, pela fosforilacdo dos fatores de transcrigcéo,
como WRYK e ERF (MENG; ZHANG, 2013; WU; SHAN; HE, 2014). As proteinas F-
box também fazem parte da sinalizacdo de fitormdnios e da defesa da planta (LIU et
al., 2002). Em ‘Hamlin’, foram identificados 21 transcritos F-box e 2 transcritos MAPK
diferencialmente expressos, enquanto que em ‘Galego’, nenhum.

XfaC regulou em ‘Hamlin’, mas ndo em ‘Galego’, muitos genes relacionados
ao reforco da parede celular, envolvidos na sintese de lignina, suberina, de
polissacarideos de parede, etc. Esse fato também foi relatado por Cernadas e
colaboradores (2008) em infeccdo de XfaC em laranja ‘Péra’, que observaram que
entre os genes em comum de Xac e XfaC, Xac induziu a expressao de muitos genes

relacionados com a sintese de lignina, porém, com menor expressao. ISso sugere
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um papel fundamental desses genes na resisténcia de citros ndo-hospedeiros a
infeccao de XfaC.

A resposta de defesa também pode ser feita pela ativacdo das principais vias
de sinalizacdo hormonal: acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) e etileno (ET)
(SCHENK et al., 2000). Com isso, os patdgenos desenvolveram estratégias por meio
dos efetores para driblar ou interferir nos fitorménios (KAZAN; LYONS, 2014). A
infeccdo com XfaC modulou a expressdo de varios genes que interferem
diretamente nessas vias ou em suas comunica¢cfes cruzadas, como a enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintase (ACC), precursor do etileno (PIETERSE et
al., 2001); a proteina putativa 12-oxofitodienoato redutase (OPR), envolvida na
biossintese do acido jasmoénico (AJ) (FARMER et al. 2003; SASAKI-SEKIMOTO et
al. 2005; TAKI et al. 2005; TANI et al., 2008); o fator de transcricdo responsivo ao
etleno ERF110; a UDP-glicosiltransferase (UGT), um metabdlito secundéario de
plantas, relatada ser participante da comunica¢do cruzada da sinalizacdo de &cido
jasmonico e acido salicilico (VON SAINT PAUL, et al.,, 2011). Todos esses genes
foram encontrados superexpressos em ‘Hamlin’, porém, inalterados em ‘Galego’.

A transcricdo de genes relacionados a defesa e de genes relacionados a
patogénese (PR) sdo essenciais para que as respostas de defesa da planta contra-
ataque o patdégeno. Existem varias classes de PR, classificadas de acordo com a
sequéncia de aminoacido que elas compartiiham, com a relacdo sorolégica e/ou
atividade biolégica ou enzimatica. As PRs sdo induzidas sistemicamente, em
associagdo com o desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida (‘systemic
acquired resistance” - SAR) (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999). XfaC modelou a
expressao de 32 transcritos de proteinas PR em ‘Hamlin’, e somente 6 em ‘Galego’.

O gene orangel.1g010421m.g, codifica uma mono oxigenase 1 contendo
flavina e apresentou superexpresséo (fold-change = 215,58) em ‘Hamlin’, aos 5 dias
de infeccdo, enquanto que, em ‘Galego’, ndo teve alteracdo da sua expressao, em
condigdes infectantes. Esse gene foi mostrado ser essencial para o estabelecimento
da via de Resisténcia Sistémica Adquirida (“Systemic Acquired Resistance” — SAR) e
de respostas de defesa sistémicas, provavelmente, pela sintese de um metabdlito
necessario para a transducdo ou amplificacdo de um sinal durante as fases iniciais
do estabelecimento da SAR (MISHINA, ZEIER, 2006).
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A via SAR est4 associada a plantas que, geralmente, sdo resistentes a uma
ampla gama de hospedeiros. Essa via é dependente da via do Acido Salicilico
(“Salicylic Acid” — SA) e esta associada com o aumento sistémico de niveis do AS e
da expresséo de genes PR (RYALS et al., 1996; MISHINA, ZEIER, 2006). A via SAR
€ ativada em resposta a patdégenos que causam lesbes necréticas, podendo ser
resultante de uma resposta de hipersensibilidade (HR) ou do desenvolvimento de
sintomas de uma interacdo compativel (HAMMERSCHMIDT, 1999; MISHINA,
ZEIER, 2006).

Outros genes que regulam a via SAR foram identificados em ‘Hamlin’, como o
gene que codifica a proteina NIM1 (ndo induzivel de imunidade) que regula a via
SAR, numa posicao “downstream” do acumulo de acido salicilico e “upstream” da
inducao e expressao de resisténcia do gene SAR. O NIM1 participa da expresséo de
resisténcia determinada geneticamente, pois plantas mutantes niml permitem o
crescimento de patégenos incompativeis, além de ndo induzirem a expressédo de
genes PR nem a resisténcia de doencas em plantas infectadas (DELANEY;
FRIEDRICH; RYALS, 1995; WEIGEL et al., 2001). Esse gene foi superexpresso em
‘Hamlin’ (fold-change = 87,06) e n&o teve sua expresséao alterada em ‘Galego’, aos 5
dias apos infecgéo.

O gene orangel.1g018077m.g codifica a feruloil CoA ortohidroxilase 1,
superexpressa em ‘Hamlin’, porém, inalterada em ‘Galego’, aos 5 dias apds a
infeccdo com XfaC. Esse gene foi identificado como um gene metabdlico, regulado
positivamente em diversas condi¢des infectantes, como um mediador do peroxido de
hidrogénio na morte celular programada (JIANG, HE, ZHANG, 2017) e, em
amendoim, infectado com o fungo Metarhizium anisopliae, como participante do
processo de oxidacdo-reducdo (HAO et al., 2017). A resposta de hipersensibilidade
induzida por XfaC em ‘Hamlin’ é resultante da producgéo de peréxido de hidrogénio
no interior da célula vegetal, podendo essa enzima ser participante desse processo.

Os transcritos relacionados a fotossintese em ‘Hamlin® foram reprimidos,
enquanto em ‘Galego’ nenhum transcrito relacionado a fotossintese apresentou
expressao alterada em relacdo ao controle. O avanco da infeccdo leva a degradacao
proteica e a degeneracdo de organelas, incluindo cloroplastos, o que resulta na
diminuicdo da taxa fotossintética (RUDOLPH, 1993; CERNADAS et al., 2008).



87

Cernadas e colaboradores (2008) relataram a repressdo ou néo expressao
diferencial de transcritos de laranja ‘Péra’ relacionados a fotossintese em infec¢ao
com XfaC. No caso em que a infeccdo bacteriana leva ao extravasamento do
conteado celular, ocorre o preenchimento dos espacos intercelulares pelos
polissacarideos extracelulares produzidos pela bactéria, macroscopicamente visto
como encharcamento, o que diminui a taxa fotossintética, causando danos a planta
(RUDOLPH, 1993).

Durante a infeccdo, a célula vegetal necessita realocar recursos e energia
para gerar rapida e efetivamente respostas de imunidade ao ataque do patégeno
(CERNADAS et al.,, 2008). A regulacdo negativa dos genes relacionados a
fotossintese € um bom indicativo que a planta esta respondendo a infeccédo. Além de
gue a reacao de hipersensibilidade (HR) desencadeada pela presenca de XfaC, leva
a morte celular programada localizada e ao consequente desligamento de todo o
magquinario do metabolismo. Em ‘Galego’, ndo foram identificados transcritos
diferencialmente expressos relacionados a fotossintese, ciclo do acido citrico e
fosforilacdo oxidativa. Este fato sugere que essa variedade responde tardiamente a
presenca do patdégeno (DA SILVA, 2015).

A diferenga na susceptibilidade entre laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’
pode ser atribuida a uma resposta de defesa mais consistente e rapida em ‘Hamlin’
do que em ‘Galego’. ‘Hamlin’ possui um sistema mais eficiente de reconhecimento
do patégeno, que permite que os mecanismos de defesa sejam prontamente
ativados. Além disso, uma grande quantidade de genes relacionados a parede
celular foi regulada positivamente em ‘Hamlin’, significando que o reforco e
modulacdo da parede celular é uma 6tima estratégia para prevenir o progresso da
infeccdo. A partir disso, foi proposto um modelo de resposta de defesa da laranja
doce a infeccdo com XfaC (Figura 26).

Em ‘Galego’, ndo houve a expressdo de muitos genes de defesa e nem a
alteracdo da expressdo da maioria dos genes metabdlicos em uma resposta inicial.
Isto permite que as bactérias suprimam a primeira resposta imune, PTI, e alterem a
transcricdo dos genes de defesa, para favorecer seu desenvolvimento e progresséo

da doenca.
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Apesar de Xac ser mais agressiva que XfaC, ambas bactérias tém o mesmo
comportamento dentro do tecido de lima acida: produzem goma xantana e biofilme,
degradam a parede celular hospedeira que leva a um extravasamento citoplasmatico
e ruptura celular. Contudo, a maior agressividade de Xac, entre outros fatores, esta
relacionada a um T3SS mais completo e potente do que nas demais estirpes, que
permite a bactéria driblar e suprimir o PTI, resultando na progresséo dos sintomas e

desenvolvimento da doencga, como observado por Cernadas e colaboradores (2008).

Laranja ‘Hamlin’

Apoplasto

= Reforgo da parede celular
T3ss @ cdap
® oo ' E
Efetores T30 ERP X
ceriferum a+C .
O-Metiltransferase P 4_36
i i +
Inositol oxigenase Cascata MAPK Ca

erondases‘ ¢
l \?R'1 / / \» ":{> .

3_Ca*

.[ﬁ]- Ft | s . K R
|oaexmas K &}K

AAAA

___  AAAA

Genes relacionados
a defesa/ PRs

Figura 26 — Modelo da resposta de defesa da laranja doce ‘Hamlin’ a infeccéo por XfaC. O

Citoplasma

patdégeno se adere a parede celular da planta e libera efetores no apoplasto celular através
do T3SS. A célula vegetal reconhece os PAMPs do patdégeno pelas proteinas NLR no
citoplasma, ou pelas proteinas RLK/RLP na membrana plasmética e ativa a ETI e as vias de
sinalizacdo, que regulam a expressao de genes relacionados a defesa no ndcleo. O influxo
de ions importantes, como o Ca* e o K*, bem como a regulacdo negativa dos genes da
fotossintese, ajudam a planta a realocar energia para responder a infeccdo. Uma via de
sinalizagdo importante é a cascata MAPK que induz varios mecanismos de defesa:
producdes de fitoalexinas e de ROS, fosforilacdo dos fatores de transcrigdo, expressédo de
PR-1, reforco de parede celular. As vias de sinalizagdo hormonal via &cido salicilico (AS),

acido jasmonico (AJ) e etileno (ET) também sé&o ativadas e induzem diversas alteragfes. O
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AS pode induzir diretamente a expressdo de PRs e ROS e a Resposta Sistémica Adquirida
(SAR), que também pode ser induzida por PRs. Diversas enzimas participam do refor¢o da
parede celular, também induzidas por ROS. As ROS geram uma resposta rapida a infeccao
e levam a PCD (morte celular programada) ou a HR (resposta de hipersensibilidade), para
conter a progressao da infeccéo.



90

7. CONCLUSAO

O processo de infeccdo no hospedeiro susceptivel (lima acida ‘Galego’) &
semelhante em todas as estirpes de Xanthomonas estudadas. Todas as estirpes
induzem hiperplasia, hipertrofia, porém, em diferentes intensidades, sendo que as
alteracdes provocadas pelas estirpes Xac828 e Xacml1l510 ndo resultaram no
rompimento da epiderme; todas as estirpes produzem goma que envolve as
bactérias e favorece a colonizacdo no ambiente intercelular e o desenvolvimento da
infeccdo. Xac306 € a estirpe mais agressiva dentre as demais, visto pelos sintomas
e pela intensidade das alteracdes anatdmicas no tecido de ‘Hamlin’ e ‘Galego’.

N&o foi possivel estabelecer uma relacao direta entre os testes de formacgéao
in vitro de biofilme, produ¢do de goma e motilidade “swimming” das estirpes, com a
andlise das imagens de microscopia. As diferencas na gama de hospedeiros e
viruléncia dessas estirpes € explicada pelas variacbes no genoma, pelo conjunto de
efetores de viruléncia, pela expressdo génica em condicfes de infeccdo e pela
diferenca de producéo de goma e de crescimento.

A resposta de defesa de laranja ‘Hamlin’ contra XfaC é uma resposta rapida e
eficiente que leva a inducdo de HR, que em ultima instancia, contém a infecc¢éo, pela
morte celular programada no local da infeccdo. A HR induzida por estirpes de XfaC
foi caracterizada ultraestruturalmente por microscopia eletrénica de transmissao. Os
genes relacionados a resposta de defesa e a inducédo de resisténcia com maiores
niveis de expressdo em ‘Hamlin’ infectada com XfaC estdo, ou inalterados, ou com
baixa expressao diferencial em ‘Galego’, sendo, portanto, determinantes para a
maior susceptibilidade dessa variedade a infeccéo de XfaC.

O processo de infeccao de um patdgeno e a resposta de defesa da planta sédo
processos complexos que interligam diversos fatores e variaveis. A compreensao
desses processos em sua totalidade requer a sobreposicdo de diferentes
abordagens. Esse trabalho traz contribuicbes para o estudo da interacao
Xanthomonas-citros, fornecendo informagdes sobre a interacdo de diferentes
estirpes com o hospedeiro suscetivel e a resposta de defesa de laranja sob infeccéo
de XfaC.
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