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RESUMO

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) € o agente causador do cancro citrico,
uma das doengas que mais vem preocupando os citricultores no Brasil e em especial
no Estado de S&o Paulo. O setor da citricultura ainda carece de estratégias eficientes
de combate ao cancro citrico, sendo que as praticas mitigadoras utilizadas atualmente
nao sao capazes de interferir na fisiologia da bactéria, impedir ou mesmo reduzir sua
patogenicidade. O estabelecimento e propagagcdo do cancro citrico na planta
hospedeira estdo diretamente relacionados com a ades&o, motilidade e formagéo de
biofilme da bactéria. Neste estudo, avaliamos a motilidade, a capacidade de formacéao
de biofilme e a patogenicidade de duas linhagens mutantes para parB - gene
responsavel pela coordenagdo da segregacdo cromossémica e de plasmidios em
bactérias -, a fim de verificar se as alteragcbes eventualmente provocadas na
segregacao dos cromossomos em decorréncia da deplecdo/excesso de ParB seriam
capazes de suprimir a patogenicidade de Xac. Xac WT originou curvas de crescimento
tipicas de Xanthomonas, enquanto a presencga de arabinose no meio provocou queda
no crescimento dos mutantes Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2. A adigao de
arabinose ao meio também levou a uma reduc¢ao de cerca de 45% na motilidade dos
mutantes quando comparados a linhagem selvagem. Os mutantes Xac AparB/pLAC1
e Xac AparB/pLAC2 foram ainda capazes de provocar sintomas tipicos de cancro
citrico em plantas jovens de laranja doce, mesmo quando inibidos. Nossos resultados
indicam que ndo ha alteracdo no padrao de desenvolvimento das culturas ou perda
de patogenicidade em decorréncia da deplegdo de ParB. O excesso da proteina na
célula, porém, afeta negativamente a motilidade e o desenvolvimento das culturas ao
longo do tempo.

Palavras-chave: gene parB; cancro citrico; segregacdo cromossémica; promotor

arabinose
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1 Introducgao

1.1 Xanthomonas, citricultura e o cancro citrico

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores mundiais de laranjas
desde o inicio da década de 1980, quando ultrapassou a producdo obtida pelos
Estados Unidos e quando a cultura passou a ser a quinta mais produtiva do pais (FAO,
2015). O pais € atualmente responsavel pela produgdo de cerca de 25% dos 70
milhdes de toneladas de laranjas produzidas no mundo (FAO, 2015; IBGE, 2015),
sendo a producdo somente do estado de S&o Paulo equivalente a mais de 15% da
producdo mundial (representando mais de 70% da producgéo brasileira). Até o final da
década de 90, havia uma tendéncia gradual e constante de crescimento da produgéo
de laranjas no Brasil, que rompeu-se, porém, no inicio dos anos 2000 (com uma queda
de cerca de 20% no ano de 2001) e, desde entado, a produgcédo vem sofrendo flutuagdes
ano a ano (FAO, 2015; IBGE, 2015), em parte como decorréncia da disseminacgéo de
doengas como o cancro citrico, provocado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
(Xac) (SCHAAD et al., 2005; 2006).

Desde que foi diagnosticado pela primeira vez no Estado de Sdo Paulo, em 1957,
o cancro citrico tem sido controlado com medidas para eliminagdo das plantas
infectadas, outras plantas ao seu redor ou até mesmo de todo o pomar, dependendo
do nivel de incidéncia da doenga (BELASQUE Jr et al, 2009). A partir de 2013, porém,
devido a alta incidéncia do cancro citrico e das perdas provocadas pela eliminagao
das plantas acometidas, a legislagao foi abrandada e o controle tem sido feito com
pulverizagdes de solugao cuprica e a eliminacdo somente da planta sintomatica
(SANCHES et al, 2014), sendo que o mercado ainda ndo dispbe de medidas mais

efetivas ou menos prejudiciais ao ambiente.

As bactérias do género Xanthomonas sao bacilos Gram-negativos flagelados e
moveis, envoltos por uma camada de goma xantana (lipopolissacarideo extracelular -
EPS), e capazes de produzir o pigmento xantomonadina (que confere a coloragao
amarela caracteristica de suas colbnias), s&o aerdbios obrigatorios e sua temperatura

otima de crescimento encontra-se em torno de 28°C (SWINGS et al., 1993).

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) (SCHAAD et al., 2005; 2006) € o

agente etiolégico do cancro citrico asiatico, forma mais severa e disseminada da
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doenga que acomete plantas do género Citrus em diversas regidées do mundo, com
maior ou menor severidade, provocando lesdes clordticas e necroticas nos ramos,
folhas e frutos (GOTTWALD, 2002; DAS, 2003). Em decorréncia da doenga, os frutos
perdem valor de mercado ou nem mesmo chegam a se desenvolver; a perda
econdbmica é ainda maior se considerarmos os gastos com o controle da doenga, que
incluem a eliminacdo de plantas infectadas, aspersdo de compostos quimicos,
limpeza de equipamentos e manejo especializado (BEHLAU et al., 2007; BELASQUE
Jr et al, 2009; SANCHES et al., 2014).

1.2 Xanthomonas e o sistema de segregacdo cromossémica bacteriana

O sistema de particdo parABS (ou sistema homologo a este) é encontrado em
cerca de 70% das bactérias conhecidas e estudadas (LIVNY, 2007), incluindo
Xanthomonas. Este sistema €& responsavel por coordenar a segregacao
cromossOmica e de alguns plasmideos durante a divisdo celular: proteinas ParB
ligam-se ao DNA no sitio parS, normalmente localizado proximo a origem de
replicacdo das moléculas, e sdo guiadas por proteinas ParA (com atividade ATPasica
estimulada por ParB) para os polos, assegurando assim que cromossomos e
plasmidios duplicados sejam destinados de maneira equitativa as células-filhas
(Badrinarayanan et al., 2015).

A auséncia de ParB leva ao aumento de células anucleadas e pode produzir
morte celular em bactérias tais como C. crescentus e M. tuberculosis (MIERZEWSKA
& BURDZY, 2012). A disrupcéo de parB (provocada pela delecéo parcial do gene) é
capaz de inibir a patogenicidade de Xac, como mostrado por Ucci et al (2014) em
experimentos de infiltracdo de células mutantes em folhas de C. limonia Osbeck,
embora a inibicdo de sua expressao (executada com uso de glicose em promotor
arabinose) ndo tenha levado aos mesmos resultados (LACERDA, 2015). Ainda assim,
a alteracdo da expressdo de parB provoca alteragcdes celulares presumivelmente
decorrentes de deficiéncia na segregagcao cromossdémica, como 0 aumento no numero
de células anucleadas e aberragdes celulares, aumento do tamanho celular médio e

redugéo da taxa de crescimento celular (LACERDA, 2015).

A deplecao ou disrupgao de parB provoca a formagao de células anucleadas e
queda na taxa de crescimento também em Corynebacterium glutamicum (DONOVAN,
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2010) e Pseudomonas aeruginosa, além de reducao de motilidade em P. aeruginosa
(BARTOSIK, 2009), o que nos leva a questionar se a motilidade em Xac também néo

seria afetada da mesma maneira.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar se a deplecdo ou o0 excesso da proteina ParB promoveriam perda da
patogenicidade em Xanthomonas citri subsp. citri.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a depleg¢ao ou excesso de ParB provocam alteragées no padrdo de

crescimento em cultivo das linhagens mutantes quando comparadas a selvagem;

Investigar se a deplegdo ou excesso de ParB levam a redugé&o ou perda da

motilidade nas linhagens mutantes;

Averiguar se a deplecao ou excesso de ParB levam a perturbac&o da capacidade

de formacéao de biofilme nas linhagens mutantes; e

Verificar se ha perda da patogenicidade em fungdo da delegdo de parB nas

linhagens mutantes.

3 Materiais e métodos

3.1 Linhagens bacterianas e cultivo

Foram utilizadas as seguintes linhagens da bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri (Xac): a) Xac 306 (tipo selvagem) sequenciada por da Silva et al. (2002); b)
mutante Xac AparB/pLAC1; e c) mutante Xac AparB/pLAC2. Ambos os mutantes
foram construidos por Lacerda (2015), por meio de delegao de parB cromossémico e
introdugéo de plasmideo replicativo contendo parB controlado pelo promotor induzivel
por arabinose para, note ainda que, em Xac AparB/pLAC2, a proteina ParB € expressa
contendo o peptideo TAP em sua porgédo C-terminal (ParB-TAP). Para o preparo dos
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pré-indculos, as linhagens de Xac foram incubadas em BOD a 29°C em meio NYG
(nitrogen-yeast-glycerol: 5g/L peptona, 3g/L extrato de levedura, 20mL/L glicerol) com
ou sem agar (15g/L), acrescidos de glicose (2%) ou arabinose (0,05%) quando

necessario.

3.2 Plantas

Os testes in vivo foram realizados em plantas jovens de laranja doce (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) doadas pelo Centro de Citricultura Sylvio Moreira (IAC). As
plantas foram cultivadas em casa de vegetagao no Instituto de Biociéncias da UNESP,
em Rio Claro, construida com recursos FAPESP (processo 2013/14013-7). Os testes
de patogenicidade foram realizados entre fevereiro e margo de 2016.

3.3 Curvas de crescimento

Para construg&o das curvas de crescimento, a DO.,, dos pré-indculos foi ajustada
para 0,1 e a concentragao efetiva dos inéculos verificada por meio de contagem de
UFC. Em placa multiwell de 24 pocgos, foram inoculados 1,5mL de in6culo em cada
poco; a placa foi entdo incubada a 30°C sob agitacdo constante em leitor de
microplacas Biotek Synergy H1, que registrou a DO, dos pog¢os a cada 30min por um
periodo de 15h. Passadas 3h de incubagéao, foram adicionados glicose (concentragao
final de 2%) ou arabinose (concentragéo final de 0,05%) aos in6culos que seriam
avaliados em condigao de repressao ou inducao de parB, respectivamente.

3.4 Avaliagéo da motilidade

Para os testes de avaliagdo de motilidade, a DO, dos pré-inoculos foi ajustada
para 0,3 e a concentracdo efetiva dos indculos foi verificada por meio de contagem de
UFC. Foram inoculadas uma gota de cada linhagem (3puL cada), equidistantes umas
das outras, em placas com NYGB (5g/L peptona, 3g/L extrato de levedura, 20mL/L
glicerol, 2,5g/L agar), acrescido de glicose (2%) ou arabinose (0,05%) quando
necessario. As placas foram incubadas em BOD a 29°C e observadas com 24h, 36h,
48h e 72h para verificagao do halo de crescimento das colbnias.

Os resultados dos testes de motilidade foram avaliados por meio de ANOVA de



uma ou duas vias seguida de teste Tukey.
3.5 Avaliagéo da capacidade de formagéo de biofilme em placa

Para os testes de avaliacdo da capacidade de formagao de biofilme em placa, a
DO.. dos pré-inéculos foi ajustada para 0,1 e a concentracéo efetiva dos inéculos foi
verificada por meio de contagem de UFC. Em placas multiwell de 96 pogos, foram
inoculados, por pog¢o, 20uL de cultivo em 180uL de meio minimo pH6.7 (1g/L
(NH.).SO., 4,5g/L KH,PO., 13,125g/L K.HPO., 0,5g/L Na,CH.0,.2H,O, 0,123g/L
MgSO..7H.O, 0,15g/L casaminoacidos, 2mL/L glicerol), acrescido de arabinose
(0,05%) quando necessario; cada coluna representou uma linhagem/tratamento,
sendo que as posi¢cdes ocupadas por cada uma delas foi sorteada em cada uma das
réplicas. As placas foram entdo incubadas em BOD a 29°C por 72h. Apos esse
periodo, a DO, de cada poco foi registrada e o conteudo liquido da placa descartado;
cada poco foi lavado com 200uL de agua e em seguida foram adicionados 200uL de
solugédo de corante cristal violeta (1%) para reagir por 30 minutos com o biofilme
aderido a placa. Apos esse periodo, o corante foi retirado e cada pocgo lavado trés
vezes com 250uL de agua; as placas foram deixadas em repouso até que secassem
naturalmente e entdo foram adicionados 200uL de solugdo de etanol (70%) para
ressuspender o corante ligado ao biofilme nas placas.

Ao final, a DO, de cada pogo foi registrada novamente e os valores obtidos
foram divididos pelos registros iniciais, resultando em um indice relativo para
quantidade de biofilme. Os resultados dos testes de capacidade de formacao de
biofilme foram entdo avaliados por meio de ANOVA de duas vias seguida de teste
Tukey.

3.6 Avaliagcédo da patogenicidade em planta

Para os testes de avaliacdo de patogenicidade, o meio de cultivo dos pré-
inoculos foi substituido a cada 6h ao longo de 24h a fim de garantir a inibicdo de parB
pela glicose, nos tratamentos em que esta foi utilizada. Ao final deste periodo, o meio
de cultivo foi substituido por solugéo salina (0,85%), a DO, dos indculos ajustada para
0,4 (concentragao celular na ordem de 10° UFC/mL) (BELASQUE Jr & JESUS Jr,
2006) e a concentragao efetiva dos inoculos verificada por meio de contagem de UFC;
20 mL de cada inéculo foram entdo aspergidos sobre ramos jovens (estagio de
desenvolvimento vegetativo V4 a V5; FUNDECITRUS) de plantas de C. sinensis; o
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controle negativo foi feito com aspersao de 20mL de solugdo salina (0,85%). As
plantas foram mantidas em cadmaras umidas (sacos plasticos) por 24h a fim de manter

o ambiente ideal para que ocorresse infecgao por Xac.

Foi feito acompanhamento diario para verificacdo da manifestacdo de sintomas
do cancro citrico. Este foi um teste qualitativo, cujos resultados foram avaliados em

relagdo a presenga/auséncia de patogenicidade.

4 Resultados e discussao

4.1 A deplecéao de ParB néo altera o comportamento populacional de Xac

A fim de comparar o comportamento das linhagens Xac WT, Xac AparB/pLAC1
e Xac AparB/pLAC2, acompanhamos seus perfis de crescimento populacional ao
longo de 15 horas em meios com adigao de arabinose (A), glicose (G) ou sem adi¢gao

de agucares (U).

Podemos notar que as curvas de crescimento apresentadas pela linhagem Xac
WT (Fig.1) correspondem a uma curva de crescimento tipica de Xanthomonas:
crescimento lento nas primeiras 4-5 horas (fase /lag), seguido de crescimento
exponencial (fase log) e estabilizagdo da curva apos cerca de 10 horas (fase
estacionaria). As curvas obtidas no tratamento controle e com arabinose foram
idénticas (linhas continua e pontilhada, repectivamente), enquanto houve ligeiro

aumento na curva do tratamento com glicose (linha tracejada).

Figura 1 - Curvas de crescimento da linhagem Xac WT em meio com adi¢c&o de
arabinose (A), glicose (G) e controle (U).
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O desempenho da linhagem Xac AparB/pLAC1 revelou crescimento ligeiramente
mais lento que o de uma curva tipica de Xanthomonas, com fases lag e log pouco
mais longas, com duragao de cerca de 5-6 horas cada. O crescimento foi elevado em
presenca de glicose (linha tracejada) e reduzido em presenga de arabinose (linha
pontilhada), como se observa na Figura 2:

Figura 2 - Curvas de crescimento da linhagem Xac AparB/pLAC1 sob condigbes
de indugéo (A), represséao (G) e controle (U).
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Sob condi¢ao controle e em presenca de glicose, a linhagem Xac AparB/pLAC2
(Fig.3) também exibiu fases /lag e log com duracéo de cerca de 5-6 horas, seguidas
pela estabilizagdo da curva. O crescimento foi maior em presenga de glicose,
enquanto a adicdo de arabinose impediu que sua populagdo atingisse a fase de
crescimento exponencial (linha pontilhada).

Figura 3 - Curvas de crescimento da linhagem Xac AparB/pLAC2 sob condigbes
de indugéo (A), represséao (G) e controle (U).
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O aumento no crescimento das populagdes em presenga de glicose observado
nas curvas de crescimento se justifica pelo incremento nutricional proporcionado pela

adicdo do agucar ao meio de cultivo.

A duragdo mais longa das fases lag e log apresentada pelas linhagens Xac
AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2 deve-se, possivelmente, ao tempo extra requerido
para replicacdo do plasmidio inserido na célula e suas copias.

As curvas de crescimento das linhagens Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2,
quando comparadas a linhagem selvagem, sugerem que o efeito da depleg¢ao de ParB
exerce pouca ou nenhuma influéncia sobre o desempenho de suas populagdes. O
excesso da proteina, por outro lado, foi capaz de provocar efeito tdéxico, o que
explicaria a reducdo no crescimento de Xac AparB/pLAC1 quando induzida por

arabinose.

Além do possivel efeito deletério causado pelo excesso de ParB, o
comportamento apresentado por Xac AparB/pLAC2 em condigdo de indugao
evidencia uma alta toxicidade devida a presenca do peptideo TAP na bactéria.

4.2 O excesso de ParB reduz a motilidade em Xac

A influéncia da proteina ParB sobre a motilidade de Xac foi avaliada
comparando-se a area dominada pelas col6nias em meio NYGB, um meio de baixa
concentragédo de agar capaz de facilitar o movimento flagelar e consequentemente, a

propagacéo da bactéria em sua superficie.

Sob condigdes controle e em presenca de glicose, as trés linhagens
apresentaram meédias de didmetro das colénias semelhantes entre si. Com 36h de
incubacao, a média de diametro das colbnias era proxima de 10mm na condigéo
controle e cerca de 30mm em presencga de glicose, tanto para Xac WT, quanto para
os mutantes Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2. Apds esse periodo, ocorreu

aglutinamento de colbnias, inviabilizando novas medigdes.

Assim sendo, a avaliacao da motilidade em presenca do repressor glicose (Fig.4)
mostrou que ndo houve alteragdo significativa (P=0,5) de comportamento entre as
linhagens dentro de cada tratamento, sustentando a observacédo de que o efeito da
deplegao de ParB provoca pouca ou nenhuma perturbagao no fenétipo da bactéria. O

aumento significativo (P<0,0001) na motilidade em presencga do repressor se explica
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pelo aporte nutricional representado pela adigdo de glicose no meio.
Figura 4 - Comparacgéo do didmetro meédio das colbénias de Xac WT (WT), Xac

AparB/pLAC1 (pLAC1) e Xac AparB/pLAC2 (pLAC2) apds 36h de incubagdo em
condigdes de repressao por glicose (G) e controle (U).
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Com 48h de incubagéo, a média de didametro das coldnias das trés linhagens era
proxima de 13mm no tratamento controle. O crescimento da linhagem Xac WT em
meio acrescido de arabinose nao se alterou, enquanto a média de diametro das
colbnias de Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2 foi reduzida para cerca de 8mm e

6mm, respectivamente.

Os testes de avaliagdo da motilidade mostraram, também, que a capacidade
motora dos mutantes Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2 foi reduzida
significativamente (P<0,0001) em relagao a linhagem selvagem quando em presenca
do indutor arabinose (Fig.5); além disso, a linhagem Xac AparB/pLAC2 apresentou
tendéncia a uma menor motilidade quando comparada ao mutante Xac AparB/pLACA1.
E possivel que a reducéo na capacidade motora seja devida a expressdo de copias
extras de ParB pelos mutantes, sugerindo que o excesso da proteina exerceria maior

influéncia sobre o desempenho de Xac que sua deplecéo (LACERDA, 2015).
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Figura 5 - Comparacgéo do didmetro médio das colénias de Xac WT (WT), Xac
AparB/pLAC1 (pLAC1) e Xac AparB/pLAC2 (pLAC2) apds 48h de incubagdo em
condigdes de indugéo por arabinose (A) e controle (U).
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4.3 Avaliagdo da capacidade de formacéao de biofilme em placa

Para avaliar a capacidade de formacao de biofilme em placa, a quantidade de
biofilme formado (valor de densidade 6ptica apds coloragéo) foi normalizada para uma
mesma quantidade de células, permitindo assim a comparagao entre diferentes
linhagens e tratamentos. As médias dos valores do indice de normalizagdo variaram
de 0,4 em uma das réplicas até cerca de 15 em outra, porém nao houve variagao
estatisticamente significativa entre as linhagens ou entre os tratamentos em cada uma

das réplicas.

Os resultados dos testes de formacgéo de biofilme em placa foram discrepantes
(Fig.6), sugerindo, a principio, que haveria diferenga significativa (P=0,0006) entre os
tratamentos - com (A) ou sem (U) indugéo de parB por arabinose -, com uma menor
taxa de formacéo de biofilme quando o promotor encontrava-se presente no meio,
sem diferenciagcéo entre as linhagens (P=0,1406); este resultado seria esperado para
as linhagens mutantes Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2, porém foi incoerente
no caso de Xac WT.

A analise de varidncias de uma segunda réplica do teste, porém, apresentou
resultado oposto, indicando que as diferengas entre linhagens seriam significativas
(P=0,0005) independentemente do tratamento (P=0,1164), sendo que a linhagem Xac
AparB/pLAC2 seria capaz de produzir maior quantidade de biofilme em relagao as
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outras duas linhagens; neste caso, porém, o teste t mostrou que a linhagem seria
capaz de produzir uma quantidade significativamente maior (P=0,0246) de biofilme
em auséncia do agucar indutor.

A terceira réplica, por sua vez, mostrou significaAncia em ambas as variaveis,
apontando novamente que a linhagem Xac AparB/pLAC2 seria capaz de produzir
maior quantidade de biofilme em relagdo as outras duas linhagens (P=0,0009) e que
também seria capaz de produzir maior quantidade de biofilme em auséncia de
arabinose (P<0,0001).

Figura 6 - Comparagao dos indices de formagao de biofiime de Xac WT (WT),
Xac AparB/pLAC1 (pLAC1) e Xac AparB/pLAC2 (pLAC2) em condigdes de indugéo
por arabinose (A) e controle (U) em diferentes réplicas.
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4.4 A deplecéao de ParB néo leva a perda de patogenicidade de Xac

A fim de verificar se a deplegdo ou a auséncia de ParB promoveriam perda da
patogenicidade em Xac, plantas jovens de laranja-doce foram aspergidas com
inoculos de a) Xac AparB/pLAC1 inibida com glicose; b) Xac AparB/pLACZ2 inibida com
glicose; c) Xac AparB/pLAC1; d) Xac AparB/pLAC2; e e) Xac WT, além do controle
negativo sem inoculo.

Foi possivel observar o desenvolvimento de manchas cloréticas (amareladas)
eruptivas em todas as folhas e ramos inoculados (Fig.7), sendo que a manifestagéo
dos sintomas se deu no mesmo momento em todas as linhagens e tratamentos. O

controle negativo ndo apresentou sintomas.

As plantas aspergidas com a linhagem selvagem e linhagens mutantes de Xac
apresentaram sintomas evidentes de cancro citrico cerca de duas semanas apos a
aspersao. Nao houve sinais de perda da patogenicidade nos mutantes sob condig&o

de deplecéo ou auséncia de ParB quando comparados a linhagem selvagem.
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Figura 7 - Sintomas de cancro citrico evidentes em plantas de laranja-doce
aspergidas com A) Xac AparB/pLAC1 inibida com glicose; B) Xac AparB/pLAC2
inibida com glicose; C) Xac AparB/pLAC1; D) Xac AparB/pLAC2; e E) Xac WT e
ausentes em F) controle negativo.

5. Consideracdes finais

O peptidio TAP, utilizado como ferramenta para detecgcdo de ParB em ensaios
de western blot, mostrou exercer efeito deletério sobre o desenvolvimento de Xac. O
efeito observado demonstra que o vetor replicativo utilizado em Xac AparB/pLAC2
provavelmente ndo é o mais adequado para estudos de expressao de proteinas em

Xac e seu uso, quando necessario, deve levar tal efeito em consideragéo.

Comparando-se o comportamento das linhagens mutantes em presencga (G) ou
auséncia (U) do repressor glicose podemos inferir que a) mesmo em auséncia de
glicose, o promotor se mantém reprimido e o fendtipo predominante € o de deplecgéo
de ParB; e/ou b) a deplecdo de ParB em Xac n&o provoca efeitos significativos; ou
ainda, que c) tais efeitos ndo puderam ser detectados pelos testes realizados neste
trabalho. Na interpretagédo dos resultados dos testes de patogenicidade, assumimos o
que se estabelece em (a), porém, para garantir que os sintomas observados foram
provocados por células com deplecao/auséncia de ParB sdo necessarios estudos
adicionais, como o western blot ou RT-PCR.

Os vetores replicativos inseridos em Xac AparB/pLAC1 e Xac AparB/pLAC2 sao

capazes de produzir cépias extras de ParB e podem levar a um excesso da proteina
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na célula, provocando alteragbes potencialmente negativas; também neste caso,
testes adicionais, como western blot, se fazem necessarios para comprovar se ha
super-expressao da proteina na presencga de arabinose em comparagao a linhagem

selvagem.

6. Referéncias

BADRINARAYANAN, A., LE, T.B., LAUB, M.T. Bacterial chromosome organization
and segregation. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2015. 31:171-99, 2015.

BARTOSIK, A. A. et al. ParB deficiency in Pseudomonas aeruginosa destabilizes the
partner protein ParA and affects a variety of physiological parameters. Microbiology,
v. 155, n. 4, p. 1080-1092, 20009.

BEHLAU, F., BELASQUE JUNIOR, J., BERGAMIN FILHO, A. & LEITE JUNIOR, R.P.
Incidéncia e severidade de cancro citrico em laranja ‘Péra Rio’ sob condi¢cdes de
controle quimico e protegdo com quebra-vento. Fitopatologia Brasileira 32:311-317.
2007.

BELASQUE Jr., J.; FERNANDES, N.G.; MASSARI, C,A,. The success of eradication
campaign of citrus canker in Sdo Paulo States, Brazil. Summa Phytopathol. 35:91-92.
2009.

BELASQUE Jr, J.; JESUS Jr, W.C. Concentracao de indculo e método de inoculagao
de Xanthomonas axonopodis pv. citri. Laranja, v. 27, p. 263-272, 2006.

DA SILVA, A. C. et al. Comparison of the genomes of two Xanthomonas pathogens
with differing host specificities. Nature, v. 417, n. 6887, p. 459-463, 2002.

DAS, A K. Citrus canker - a review. Journal of Applied Horticulture 5(1):52-60. 2003.

DONOVAN, C. et al. Subcellular localization and characterization of the ParAB system
from Corynebacterium glutamicum. Journal of Bacteriology, v. 192, n. 13, p. 3441-
3451, 2010.

FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistics Division.
Statistic Database. 2015. Disponivel em http://faostat3.fao.org/home/E. Acesso em 14
de novembro de 2015.

FUNDECITRUS, Fundo de Defesa da Citricultura. Guia de fases de desenvolvimento

vegetativo da planta de citros. Disponivel em



18

www.fundecitrus.com.br/comunicacao/download_manual/25. Acesso em 19 de margo
de 2016.

GOTTWALD, T.R.; GRAHAM, J.H.; SCHUBERT, T.S. Citrus canker: the pathogen and
it's impact. Online. Plant Health Progress doi:10.1094/PHP-2002-0812-01-RV. 2002.
Disponivel em
https://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/review/citruscanker/. Acesso em
24 de marco de 2016.

IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica. Levantamento Sistematico da
Producao Agricola. 2015. Disponivel em
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspa/default.shtm.
Acesso em 14 de novembro de 2015.

LACERDA, L.A. Sistema para deplegcédo de proteinas em Xanthomonas citri subsp.
citri. 2015. 54 f. Dissertagcédo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de

Biociéncias de Rio Claro, 2015.

LIVNY, J.; YAMAICHI, Y. ; WALDOR, M. K. Distribution of centromere-like parS sites
in bacteria: insights from comparative genomics. Journal Bacteriology, v. 189, n. 23, p.
8693- 8703, 2007.

MIERZEWSKA, J.; BURDZY, G. Prokaryotic ParA—ParB—parS system links bacterial
chromosome segregation with the cell cycle. Elsevier, v. 67, n. 1, p. 1-14, 2012.

MOHL, D.A.; GOBER, J.W. Cell cycle-dependent polar localization of chromosome
partitioning proteins in Caulobacter crescentus. Cell, v. 88, n. 5, p. 675-684, 1997.

SANCHES, A.L.R. et al. Analise econ6mica da prevengao e controle do cancro citrico
no estado de Sao Paulo. Rev. Econ. Sociol. Rural, Brasilia, v.52, n.3, p.549-566, 2014.

SCHAAD, N.W.; POSTNIKOVA, E.; LACY, G.; SECHLER, A.; AGARKOVA, 1,
ATROMBERG, P.E.; STROMBERG, V.K.; VIDAVER, A.K. Reclassification of
Xanthomonas campestris pv. citri (ex Hasse 1915) Dye 1978 forms A, B/C/D, and E
as X. smithii subsp. citri (ex Hasse) sp. nov. nom. rev. comb. nov., X. fuscans subsp.
aurantifolii (ex Gabriel 1989) sp. nov. nom. rev. com. nov., and X. alfalfae subsp.
citrumelo (ex Riker and Jones) Gabriel et al., 1989 sp.nov.nom. rev.comb.nov.; X.
campestris pv malvacearum (ex Smith 1901) Dye 1978 as X. smithii subsp. smithii nov.
comb. nov. nom. nov.; X campestris pv alfalfae (ex Riker and Jones, 1935) Dye 1978

as X. alfalfae subsp. alfalfae (ex Riker et al., 1935) sp. nov. nom. rev.; and “var fuscans”



19

of X. campestris pv. phaseoli (ex Smith, 1987) Dye 1978 as X. fuscans subsp. fuscans
sp. nov. Syst. Applied Microbiology 28(6):494-518. 2005.

SCHAAD, N.W.; POSTNIKOVA, E.; LACY, G.; SECHLER, A.; AGARKOVA, |,
ATROMBERG, P.E.; STROMBERG, V.K.; VIDAVER, A.K. Emended classification of
xanthomonad pathogens on citrus. Syst. Applied Microbiology 29(8):690-695. 2006.

SILVA, I.C.; REGASINI, L.O.; PETRONIO, M.S.; SILVA, D.H.S.; BOLZANI, V.S;;
BELASQUE Jr, J.; SACRAMENTO, L.V.S.; FERREIRA, H. Antibacterial Activity of
Alkyl Gallates against Xanthomonas citri subsp. citri. J Bacteriol. 195(1): 85-94. 2013.

SWINGS, J.; VAUTERIN, L.; KERSTERS, K. The bacterium Xanthomonas. In:
SWINGS J.G. & CIVEROLO, E.L. Xanthomonas 121-156 Chapman & Hall, London,
1993.

UCCI, A. P.; MARTINS, P.M.M.; LAU, I.F; BACCI Jr, M.; BELASQUE Jr, J.; Ferreira,
H. MicrobiologyOpen. 3(1): 29-41. 2014.



20

Discente: Lucia Bonci Cavalca

Orientador: Henrique Ferreira



