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IDENTIFICACAO DE GENES-ALVOS NA PATOGENICIDADE DE Xanthomonas
citri subsp. citri COM ENFOQUE NO SISTEMA DE SECRECAO TIPO IlI

RESUMO - Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é o agente causal do cancro
citrico, uma das principais doencas que acometem a citricultura mundial. Atualmente
ndo ha uma maneira eficiente de controle do cancro, e novos métodos devem ser
desenvolvidos para o tratamento desta doenca. Assim, o estudo dos mecanismos
utilizados pela Xac durante o processo infeccioso pode revelar novos alvos para o
desenvolvimento de compostos farmacoldgicos que possam eliminar ou controlar o
patogeno. Neste estudo, a técnica de RNA-Seq foi utilizada para a identificacdo de
genes diferencialmente expressos (GDE) na Xac em condi¢cfes in vivo e in vitro.
Para isso, cinco variedades de citros com niveis diferentes de suscetibilidade ao
cancro citrico, e meios de cultura indutores de fatores de viruléncia foram utilizados.
Muitos dos genes que codificam para proteinas relacionadas ao sistema de
secrecdo tipo 3 (T3SS), enzimas extracelulares, resposta ao estresse oxidativo,
transportadores de ferro e fésforo foram induzidos pela Xac nas condi¢des in vivo.
No entanto, in vitro, os perfis de expressdo para estes mesmos genes foram
diferentes. Estes dados permitiram compreender melhor o ambiente intracelular do
hospedeiro, e como este se relaciona com 0s mecanismos de ativagao dos fatores
de viruléncia e patogenicidade de Xac. Neste sentido, os dados apresentados neste
estudo mostraram que o T3SS é o principal fator de viruléncia expresso por esta
bactéria em condi¢des in vivo. Além disso, nossos resultados sugerem também que
as baixas concentracdes de fdsforo inorganico (Pi) e nitrogénio que a bactéria
percebe no apoplasto das plantas, sdo interpretadas como sinais para a ativacao do
T3SS. Mutagdes realizadas em genes relacionados com o transporte de Pi (AphoR e
ApstB) em Xac demostraram a perda de viruléncia por alteracdo na expressao dos
genes do T3SS. Assim, estes dados demostram pela primeira vez em Xac um
possivel mecanismo de regulacdo entre o sistema de transporte de Pi e o T3SS.
Este estudo revelou diferentes fatores de viruléncia e patogenicidade utilizados pela
Xac para vencer as defesas da planta, o que permitira levantar hipéteses sobre a
identificacdo de possiveis alvos quimioterapéuticos para o tratamento do cancro.

Palavras-chave: transcriptoma, mutagéneses, interacdo planta-patdgeno, RNA-seq,
T3SS



IDENTIFICATION OF PATHOGENICITY TARGET GENES OF Xanthomonas citri
subsp. citri FOCOUSED ON TYPE Ill SECRETION SYSTEM

ABSTRACT - Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is the causal agent of citrus
canker, a major disease affecting citrus worldwide. Currently there is no effective way
of cancer control, and new methods must be developed for the treatment of this
disease. Thus, the study of the mechanisms used by Xac during the infectious
process can reveal new targets for the development of pharmacologic compounds
that can eliminate or control the pathogen. In this study, RNA-Seq technique was
used to identify Xac differentially expressed genes (DEG) in vivo and in vitro
conditions. For this purpose, five citrus varieties with different levels of susceptibility
to citrus canker and culture mediums inducing virulence factors were used. Many of
the genes encoding proteins of the type 3 protein secretion system (T3SS),
extracellular enzymes, oxidative stress response, iron and phosphorus transport
were induced in Xac in vivo conditions. However, the expression profiles for these
same genes were different than observed in vitro conditions. These data allowed us
to better understand the intracellular environment of the host, and how this relates to
the activation mechanisms of pathogenicity and virulence factors in Xac. In this
context, the data presented in this study show the T3SS as the main virulence factor
expressed by the bacteria in vivo conditions. Furthermore, our results also suggest
that low concentrations of inorganic phosphorus (Pi) and nitrogen, that bacteria
sense in the plant apoplast, are interpreted as signals to activation of the T3SS. In
this respect, mutations carried out in genes related to the transport of Pi (AphoR and
ApstB) in Xac demonstrated loss of virulence by altering the expression of T3SS
genes. Thus, these data identifies for the first time in Xac a possible regulatory
mechanism between Pi transport system and T3SS. This study revealed different
virulence and pathogenicity factors used by Xac to overcome the plant defenses.
These discoveries allow raise hypotheses about the identification of potential
chemotherapeutic targets to canker treatment.

Keywords: transcriptome, mutagenesis, plant-pathogen interaction, RNA-Seq, T3SS



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A producdo de laranja e de suco concentrado € uma atividade agricola que
tem uma grande importancia para o Brasil, em especial para o estado de Sao Paulo,
gerando divisas para a balanca comercial e emprego para milhares de
trabalhadores. O cancro citrico é uma doenca que causa grandes prejuizos a
citricultura brasileira e mundial, sendo que até o momento ndo ha nenhum método
curativo para esta doenca (GRAHAM et al., 2004). Atualmente, as estratégias de
controle utilizadas envolvem erradicacdo de plantas sintoméaticas e aplicacdo de
bactericidas a base de cobre (BEHLAU et al.,, 2010). Infelizmente, os produtos
cupricos aplicados, além de serem inespecificos contra o controle de Xanthomonas
citri subsp. citri Xac, gera preocupacfes sobre a contaminacdo do meio ambiente, a
seguranca alimentar e o surgimento de isolados resistentes (BEHLAU et al., 2012).
Portanto, novos métodos de controle devem ser desenvolvidos.

Alternativas promissoras sédo baseadas no desenvolvimento de compostos
antimicrobianos com atividade especifica contra fatores de viruléncia e
patogenicidade (RASKO; SPERANDIO, 2010). Consonante com esse pensamento,
o entendimento dos mecanismos utilizados pela Xac durante o processo infeccioso
para vencer as defesas das plantas de citros, pode revelar novos alvos para o
desenvolvimento de compostos que possam eliminar ou controlar o patégeno, ou até
mesmo que possam ser utilizados para o desenvolvimento de tecnologia de controle
da doenca baseado na transgenia. O primeiro passo nesse sentido foi dado pelo
sequenciamento e anotacdo do genoma de Xac isolado 306, por pesquisadores do
estado de S&o Paulo (DA SILVA et al., 2002). A disponibilidade da sequéncia
gendmica de Xac permitiu o inicio de estudos envolvidos na identificacdo de genes
de patogenicidade e viruléncia dessa bactéria.

Mas, para avancar no conhecimento dos processos e mecanismos
moleculares envolvidos no estabelecimento da doenca, ha a necessidade de

identificar alteragcbes transcricionais de Xac sob condi¢des in vivo, a fim de encontrar



0 conjunto de genes que sao requeridos pela bactéria para dar inicio ao processo
infeccioso. Entender a expressao génica ou o transcriptoma da Xac € essencial para
compreender como 0 patdgeno consegue vencer as defesas da planta e assim
causar a doenca. Com esse propoésito, o grupo de pesquisa LBM ( Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular) vem utilizando técnicas de andlises da expressado
global de genes como o RNA-Seq , visando entender os mecanismos pelos quais a
Xac consegue infectar, se multiplicar, se manter e desencadear cancro em citros.

Portanto, a informacédo obtida pelas analises da expressao global de genes
da Xac pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos utilizados pela bactéria para
o desenvolvimento da doenca. Esse conhecimento € de suma importancia para a
tomada de decisdo em utilizar tais genes como possiveis alvos de controle. Desta
maneira, as vias envolvidas no processo assim determinadas poderdo ajudar
futuramente no desenvolvimento de principio ativo para o controle do cancro citrico.
Por tanto, visto a importancia que tem a identificacdo de genes de viruléncia e
patogenicidade de Xac, o presente estudo teve como objetivo a andlise global e
temporal de seu transcriptoma em condi¢des infectantes (in vivo) e nao infectantes
(in vitro).

No presente capitulo, apresentam-se as bases tedricas para a
contextualizacdo deste estudo, dando énfase a revisdo do Sistema de Secrecao tipo
Il (T3SS), devido principalmente ao fato de que os resultados apresentados
demostraram que o T3SS é o principal fator de viruléncia expresso pela bactéria nas
condicdes in vivo. Assim, o T3SS podera vir a ser um alvo promissor no futuro para o
tratamento do cancro; além disso, seu alto grau de conservacdo entre bactérias

patogénicas poderia tornar possivel seu uso para o controle de outras doencas.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Importéncia da Citricultura
O género Citrus € originario das regides tropicais e subtropicais do continente

asiatico e do arquipélago malaio (ALVES; MELO, 2003) e abrange as familias das

Melidceas, Simaruldceas e Rutaceas. A citricultura envolve o cultivo de varias



espécies de frutos, como laranjas, limdo, tangerinas, mexerica, entre outras
espécies (ALVES; MELO, 2003). A introduc¢é&o do citros no Brasil ocorreu no inicio da
colonizacdo, e posteriormente, a citricultura expandiu-se por todo o territorio
nacional. No entanto, foi apenas na década de 1980, com a unido de uma citricultura
desenvolvida e uma industria competitiva que o Brasil tornou-se o0 maior produtor de
laranjas do mundo, superando os Estados Unidos, ndo s6 em producdo como
também em tecnologia de citros (NEVES et al.,, 2010). O Brasil € hoje o maior
produtor mundial de laranja e de suco de laranja concentrado, o qual € exportado

praticamente em sua totalidade.

No Brasil, o estado de S&do Paulo é responsavel por 74 % da producao de
laranjas e de 95% da producdo de suco concentrado (INVESTE, 2012) Portanto, a
citricultura é muito importante para o pais e para o estado de S&do Paulo, em
particular. Atualmente, um dos problemas enfrentados pela citricultura brasileira € o

cancro citrico, doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac).

2.2 Cancro citrico

O cancro citrico afeta diversas espécies de citros de importancia comercial,
resultando em significativas perdas de producdo e representando uma grande
ameaca principalmente para os cultivos de laranja em larga escala (GOTTWALD;
PIERCE; GRAHAM, 2002). Dados do Fundo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS) registraram que a incidéncia do cancro citrico passou de 1% no
ano 2011, para 1,39 % em 2012, sendo o mais alto dos ultimos 12 anos
(FUNDECITRUS, 2012). Além disso, por ser uma doenca quarentenaria, dificulta e

restringe o comércio mundial de frutas citricas in natura.

O controle do cancro citrico no Brasil baseia-se principalmente em medidas
de exclusdo e erradicacdo de plantas e pomares quando afetados pela doenca
(GRAHAM et al., 2004). Pela lei estadual em vigor (Resolugéo SAA - 147, publicada
em 1° de novembro de 2013, no Diario Oficial), passa-se a adotar eliminacdo da

planta contaminada e pulverizacdo com cobre das outras plantas citricas existentes



em um raio de 30 metros. A pulverizacdo deve ser repetida a cada brotacdo. A
erradicacao de plantas doentes, e das suspeitas de infeccdo, ndo € obrigatoria no
sul do Brasil (Estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), onde é
permitida a adocdo de praticas de manejo da doenca, como a pulverizagdo com
agentes cupricos e implantacdo de cortinas quebra-vento (LEITE; MOHAN, 1990).
No entanto, o controle quimico ndo € eficaz em barrar adequadamente o
desenvolvimento da doenca e seu uso pode ocasionar o surgimento de isolados
resistentes (BEHLAU et al., 2012). Assim, novos métodos de controle devem ser
buscados a fim de encontrar um mecanismo efetivo para o tratamento e controle da

doenca causada por Xac.

2.3 Interacdo Patogeno- Planta

Cada espécie vegetal interage de uma maneira especifica com um
determinado fitopatogeno. Por isso, o estudo das interacdes patdégeno- planta é
muito importante para compreender melhor o0s mecanismos utilizados pelo
fitopatbgeno para atacar a planta e os mecanismos utilizados pela planta para se
defender. De um lado o patégeno tenta desativar o sistema de defesa da planta para
sobreviver e, do outro, a planta tenta eliminar o patégeno no sitio de infeccdo por
meio de diferentes mecanismos que envolvem a geracdo de espécies ativas de
oxigénio (DIXON; HARRISON; LAMB, 1994), apoptose de células no sitio de
infeccdo (HR) (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996), deposicdo de glicoproteinas
ricas em hidroxiprolinas (CORBIN; SAUER; LAMB, 1987), lignificacdo da parede
celular (GRAND; SARNI; LAMB, 1987), sintese e acumulo de fitoalexinas
(GUSTINE, 1990), sintese de proteinas de defensa e producéo de antimicrobianos
(DIXON; HARRISON; LAMB, 1994). O estabelecimento do patdgeno no hospedeiro
e sua habilidade em causar doencas dependem de um processo complexo que
requer a atividade coordenada de muitos genes bacterianos ligados a
patogenicidade e viruléncia. Os produtos desses genes sdo, em ultima analise, 0s
responsaveis pela viruléncia e patogenicidade da bactéria, e na grande maioria dos

casos, a identidade e o seu modo de acao ainda sado desconhecidos.



As interacbes entre as plantas e 0s agentes patogénicos podem ser
classificados como compativeis ou incompativeis. Na interagdo compativel o
patdgeno ataca uma planta valendo-se de estratégias que envolvem a neutralizacao
dos mecanismos de defesa do vegetal, producdo de toxinas, secrecdo de enzimas
liticas extracelulares e liberacdo de fatores de viruléncia nos meios extra e
intracelular da planta atacada, desenvolvendo-se entdo nos tecidos vegetais e
levando a manifestacédo de sintomas da doenca(WHITE; YANG; JOHNSON, 2000b).
Na interacdo incompativel, o patégeno é restringido no sitio de infec¢cdo apds o
disparo dos mecanismos de defesa da planta (STASKAWICZ et al., 1995).

Em relacdo a bactérias fitopatogénicas, o sistema de defesa da planta
reconhece caracteristicas comuns presente nestas bactérias, tais como a flagelina,
quitina, glicoproteinas e lipopolissacaridos (GOHRE; ROBATZEK, 2008; POSTEL;
KEMMERLING, 2009). Esses determinantes microbianos s&o conhecidos como
padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs - Pathogen-associated
molecular patterns) (JONES; DANGL, 2006). Os PAMPs ativam os receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs - Pattern-recognition receptors) localizados nas
membranas das células do hospedeiro (JONES; DANGL, 2006). Esse mecanismo é
considerado a primeira linha de imunidade inata em planta e iniciam uma resposta
de defesa inespecifica, desencadeando a chamada PTI (PAMP-Triggered Immunity)
(CHISHOLM et al., 2006). Como o processo de coevolugdo € continuo entre as
plantas e as bactérias, os patdgenos desenvolveram moléculas efetoras que
suprimem a PTI e promovem a viruléncia do patdgeno. Esses compostos sdo
normalmente transportados para as células do hospedeiro por meio de mecanismos
de secrecdo especializados, resultando na chamada susceptibilidade induzida por
efetor (ETS - Effector Triggered Susceptibility) (CHISHOLM et al., 2006).

Os efetores, denominados proteinas de viruléncia (Avr) e codificados por
genes de aviruléncia correspondentes (avr), podem ser reconhecidos pelas células
da planta por meio de proteinas de resisténcia especificas, denominadas de
proteinas R e codificadas por genes R, desencadeando uma resposta de resisténcia
chamada de imunidade desencadeada por efetores — ETI (effector-triggered
immunity) (BOYD et al., 2013). Esse reconhecimento via Avr/R tem sido comparado
a resisténcia classica gene a gene encontrado nas plantas (BOYD et al., 2013). O



mecanismo de reconhecimento via Avr/R € semelhante ao modelo chave-fechadura,
no qual a proteina Avr do patdgeno (chave) se encaixa no receptor (proteina R) da
planta (fechadura) e, havendo o encaixe, o sistema de defesa é acionado. E por isso
qgue a habilidade das plantas em reconhecer um patdgeno e responder a ele € o que
diferencia a susceptibilidade e resisténcia de uma interagdo. Desta forma, o
conhecimento da biologia e dos mecanismos moleculares presentes em cada
patossistema (patégeno-hospedeiro) € crucial para o entendimento das interacdes
planta-patdégeno a nivel fisioldgico, bioquimico e molecular, conhecimento esse que
€ necessario para o desenvolvimento de novos métodos para o controle da doenca ,

incluindo ai o cancro citrico.

2.4 Agente causal

A Xac €& uma bactéria Gram negativa que possui forma de bastonete,
apresenta respiracdo aerdbica, metabolismo oxidativo e nunca fermentativo, ndo é
fixadora de nitrogénio, ndo forma esporos, possui flagelo polar e forma colbnias
amarelas e mucoides em meio de cultura artificiais (BRUNINGS; GABRIEL, 2003). A
disseminacdo dessa bactéria em plantas de citros ocorre por meio das chuvas,
restos de colheita, pessoas ou veiculos transitando pela lavoura. Os sintomas do
cancro citrico séo verificados nas folhas, ramos e frutos como lesdes circulares,
corticosas, eruptivas, de coloracdo parda e circundadas por um halo
amarelo(BRUNINGS; GABRIEL, 2003) (Figura 1). A hiperplasia e hipertrofia s&o
desencadeadas pelo patégeno ao alterar a transcricdo de alguns genes do
hospedeiro (CERNADAS; CAMILLO; BENEDETTI, 2008), diminuindo desse modo a
produtividade das &rvores afetadas. A colonizacdo do hospedeiro pela Xac,
inicialmente, é epifita, na superficie foliar. Posteriormente, o patdégeno entra no
hospedeiro através de aberturas naturais como os estématos, hidatodios e lenticelas

ou por ferimentos, desencadeando os sintomas da doencga (RYAN et al., 2011).



Figura 1. Sintomas de cancro citrico causado por Xac em folhas, ramos e frutos

(Fonte: Fundecitrus)

O sequenciamento e anotacdo do genoma de Xac (DA SILVA et al., 2002),
permitiu o inicio de abordagens de gendmica funcional no estudo dos genes
envolvidos na patogenicidade e viruléncia dessa bactéria. Assim, esse tipo de
estudo tem permitido identificar uma série de genes relacionados com a viruléncia e
patogenicidade da Xac. Alguns dos principais fatores incluem sintese de
lipopolissacarideos, sintese de goma xanthana, sistemas reguladores de dois
componentes (TCS), transportadores dependentes de tonB, proteinas de vias de
sinalizacdo e sistemas de secrecdo (RYAN et al.,, 2011). Esses ultimos tem alta
relevancia pois estdo envolvidos na secrecdo e translocacdo de proteinas do
patégeno ao hospedeiro, modulando assim diferentes niveis de patogenicidade da
doenca (TSENG; TYLER; SETUBAL, 2009).

No género Xanthomonas sdo descritos seis sistemas de secrecédo (tipo | ao
VI) (BUTTNER; BONAS, 2010). Desses sistemas, o sistema de secrecdo do tipo Ill
(T3SS), além de apresentar alta conservacao entre bactérias patégenas de plantas,
é considerado essencial para o inicio do desencadeamento de doengas em plantas
hospedeiras (CORNELIS; FREDERIQUE VAN GIJSEGEM, 2000; HE; NOMURA,;
WHITTAM, 2004; TAMPAKAKI et al., 2010). Nesse aspecto, estudos baseados em
mutagénese randbmica de patdgenos de Xac tém demostrado que mutacdes



deletérias em genes do T3SS anulam a capacidade da bactéria infectar e colonizar
citros (LAIA et al., 2009; YAN; WANG, 2012). A seguir, descreve-se em detalhes a
organizacdo do T3SS a nivel de estrutura, funcéo, regulacdo genética e tipo de
efetores em bactérias do género Xanthomonas. Além disso, tenta-se explorar o
T3SS como possivel alvo farmacologico para o controle das doencas produzidas por
essas bactérias.

2.5 T3SS em Xanthomonas

As Xanthomonas e outras bactérias fitopatogénicas Gram negativas utilizam o
T3SS para injetar as proteinas efetoras dentro das células hospedeira, fazendo com
que as vias de sinalizacbes dessas fiqguem alteradas. Essas mudancas podem
resultar em um desarmamento da resposta imune, criando um nicho celular para a
estabilizacdo e colonizacdo da bactéria no interior da planta (HUECK, 1998) (Ver

Figura 2).

A translocacéo das proteinas efetoras da bactéria até o citoplasma da célula
hospedeira é feito pelo complexo proteico denominado aparato do T3SS ou
injectossoma, no qual distinguem-se duas partes: um filamento com estrutura
helicoidal, e uma base cilindrica formada por dois complexos de anéis concéntricos
denominados de estrutura basal, que ancora o filamento as membranas interna e
externa da bactéria (YIP; STRYNADKA, 2006). Algumas proteinas da estrutura basal
do T3SS de Xanthomonas sdo conservadas na maioria das bactérias patogénicas
de animais e de plantas, e apresentam semelhancas com as proteinas do corpo
basal do flagelo bacteriano(AIZAWA, 2001; CORNELIS, 2006; BUTTNER, 2012).
Embora haja uma similaridade estrutural entre as proteinas que compdem o
injectossoma, as proteinas secretadas por este sistema (efetores) , variam muito em
tamanho, estrutura e funcdo de acordo ao tipo de bactéria (HUECK, 1998;
ANDERSON; SCHNEEWIND, 1999; GALAN, 1999). Isso explica como um Gnico
mecanismo bacteriano pode dar lugar a uma variedade de respostas nas células
hospedeiras (TAMPAKAKI et al., 2004).



Por ndo possuirem peptideos sinais em sua por¢cdo aminoterminal as
proteinas efetoras do T3SS s&o definidas como parte de um sistema sec-
independente, no qual os proprios constituintes do complexo de secrecéo
encaminham o0s substratos para o meio externo (DUONG; WICKNER, 1997,
REMAUT; WAKSMAN, 2004). Estudos de expressao génica e protedmica realizados
em Xac inoculadas em citros sugerem que 0s genes do T3SS sao expressos nos
estagios iniciais da doenca (FACINCANI et al., 2014; JACOB et al., 2014), por outro
lado, também tem sido demostrado que mutacdes em tais genes causam perda da
capacidade infecciosa da bactéria (LAIA et al., 2009; YAN; WANG, 2012). Na Figura
3, apresenta-se um resumo dos estudos mais relevantes a nivel de expresséo
genica, protedbmica e mutagéneses feitos com os genes do T3SS de Xac. O T3SS
de Xanthomonas € formado por componentes proteicos subdividos em quatro
categorias, detalhadas a seguir: aparato de secrecao ou injectossoma (Categoria I),
chaperonas (Categoriall), efetores (Categoria Ill) e reguladores de transcricao
(Categoria IV) (Wang et al., 2012). Na Tabela 1, pode-se observar a organizacao por
categorias dos componentes proteicos dos T3SS mais estudados em algumas

espécies de Xanthomonas e bactérias patogénicas de animais.

2.5.1 Categoria l: Aparato de secrecdao

A maquinaria molecular encarregada pelo processo de transporte no T3SS de
Xanthomonas e de outras fitobacterias € denominada aparato de secrecéo tipo Il
(AST3) (Figura 4). Ela subdivide-se em diferentes componentes que apresentam
uma estrutura supramolecular que € ainda pouco descrita em bactérias
fitopatogénicas (BUTTNER; HE, 2009). Entretanto, sua estrutura filamentosa
denominada pilus Hrp, jA tem sido caracterizada em bactérias fitopatogénicas
(ROINE et al., 1997; VAN GIJSEGEM et al., 2000; JIN et al., 2001; WEBER et al.,
2005). Em Xanthomonas, o AST3 é codificado por um grupo de 20 a 25 genes,
localizados em um locus denominado hrp ( hypersensitive response and
pathogenicity), os quais sé@o essenciais para a patogenicidade e consequente
multiplicacdo bacteriana dentro da ceélula hospedeira (ALFANO; COLLMER, 1997).
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Nesse sentido, tem sido observado que as principais mutagbes que afetam o
funcionamento do T3SS na Xac (e outras Xanthomonas), sdo aquelas que alteram

especificamente o AST3 (Figura 3).

Célula hospedeira

Efetor da NUCIeO 3 Modulagdo da
familia - AN expressdo genética do
AvrBs3/PthA hospedeiro

|

4 Alteracdo do sistema
2 imune do hospedeiro

Citoplasma

Efetor T3SS
MC ® °

x PC
1 5
Xanthomonas ﬁ Xanthomonas ﬁ Xanthomonas

Sinal Expressdo do T3SS Proliferagdo bacteriana e
desenvolvimento da
doenca

Figura 2. Representagcdo geral do processo infeccioso da Xanthomonas em plantas
hospedeiras. 1 Um estimulo ainda nao identificado € percebido pela
Xanthomonas dando lugar a expressdo dos genes do T3SS. 2 Alguns dos
efetores proteicos sdo secretados e outros como o0s da familia AvrBs3/PthA sdo
translocados e conduzidos ao nucleo da célula hospedeira. 3 Este tipo de
efetores proteicos atuam no ndcleo da célula como ativadores transcricionais
gue modulam a expressao de genes especificos. 4 Produz-se uma alteracdo do
sistema de defesa da planta. 5 Isso leva a proliferagdo das bactérias e o
desenvolvimento dos sintomas da doenca.CM: membrana celular, CW: parede
celular.
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Figura 3. Organizagcdo gendmica dos genes do T3SS em Xac. Os pontos coloridos acima

dos genes indicam: (verde) genes cujas mutacdes ocasionam perda da
patogenicidade em Xac (LAIA et al., 2009; YAN; WANG, 2012). (Preto) genes
cujas proteinas foram detectadas em Xac infetando plantas de citrus
sinensisdurante nos dias 1,3 e 5 depois da inoculacdo (FACINCANI et al., 2014)
. (Vermelho) genes gue apresentaram sobre-expressdo em Xac apos 72 horas
da inoculagdo em citrus sinensis (JACOB et al., 2014). (Amarelo) genes cujas
mutacdes ocasionam perda da patogenicidade em espécies de Xanthomonas
diferentes da Xac (ROSSIER et al., 2000; QIAN et al., 2005; WEBER et al., 2005;
WANG et al.,, 2007; ZHANG et al., 2008; FURUTANI et al.,, 2009; LORENZ;
BUTTNER, 2009; WEN-XIANG et al.,, 2010; GUO et al., 2011; LORENZ;
HAUSNER; BUTTNER, 2012). (Roxo) genes cujas mutacbes ndo ocasionaram
perda da patogenicidade em Xac (FIGUEIREDO et al., 2011). Os genes do
cluster hrp em Xac estdo localizados no mesmo loci cromossémico (genes
demarcados na caixa cinza), os demais genes relacionados com T3SS
encontram-se distribuidos ao longo do genoma do cromossomo e dos
plasmideos. * Gene hipotético.
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Estudos de filogenia sugerem que o AST3 e o aparato flagelar foram
originados de um mesmo ancestral comum (SAIER, 2004; MCCANN; GUTTMAN,
2008), com seus genes tendo evoluidos como grandes blocos genéticos intactos
(TROISFONTAINES; CORNELIS, 2005). Isso permitiu que mesmo bactérias pouco
relacionadas e com alta dissimilaridade filogenética possuam conservagao de seus
genes a nivel do AST3. Neste sentido, sugere-se que 0s genes que codificam para
esses sistemas foram transferidos horizontalmente entre espécies bacterianas
pouco relacionadas (TROISFONTAINES; CORNELIS, 2005). Ha descritas na
literatura sete familias de aparatos do tipo AST3, com genes e loci conservados
entre espécies bacterianas (CORNELIS, 2006). No caso das bactérias patégenas de
plantas, essas sdo agrupadas dentro de duas destas familias, denominadas Hrp | e
Hrp Il (hypersensitive response and pathogenicity | e 11)(CORNELIS, 2006). Embora
a familia Hrpll do AST3 seja encontrada na maioria das espécies de Xanthomonas,
algumas excecfes sdo observadas, como em X. albilineanse e X. axonopodis pv.
phaseoli, que pertencem a familia de AST3 da ilha de patogenicidade de Salmonella
(SPI-1) (MARGUERETTAZ et al., 2011).

Pilus. Uma das estruturas caracteristicas do AST3 de bactérias
fitopatogénicas € o pilus Hrp, que se projeta a partir da superficie bacteriana. O pilus
Hrp apresenta um didmetro externo similar ao do “complexo agulha” das bactérias
patégenas de animais (aproximadamente 8 nm), porém com comprimento superior a
2 um para que possa atravessar a parede celular vegetal (espessura maior que 100
nm) e atingir a membrana citoplasmatica (GHOSH, 2004). Em Xanthomonas
campestris pv. versicatoria (Xcv), o componente estrutural principal do pilus é uma
pequena proteina denominada Hrp E (9 kDa), necessaria para a patogénese,
secrecdo e translocacdo de alguns fatores de viruléncia como Hrp F, AvrBsl e
AvrBs3 (WEBER et al., 2005).
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Figura 4. Modelo da estrutura do aparato do T3SS de Xanthomonas. Este modelo é
baseado na informacdo apresentada neste capitulo. Alguns dos principais
componentes funcionais do aparato T3SS descritos neste modelo séo:
Translocom (HrpF), subunidade do pilus (HrpE), anel de membrana externa
(HrcC, Secretina), anel de membrana interna (HrcJ), anel citoplasmatico (HrQ),
aparato exportador (HrcD5, HrcR, HrcS, HrcT, HrcU e HrcV), ATPase (HrcN) e
chaperonas (HpaB, HpaP). O aparato do T3SS pode translocar ou secretar os
efetores proteicos para o interior ou exterior da célula hospedeira (citoplasma).
CM: membrana celular, PC: parede celular, ME: Membrana externa; PG:
Peptidoglicano, MI: Membrana interna.
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Tabela 1. Proteinas do T3SS classificadas de acordo a sua categoria em Xanthomonas e algumas bactérias patogénicas

de animais
Categoria Patégenos de Plantas Patdogenos Animais Referéncia
Xac Xev Xoo Yersinia spp Salmonella spp Shigella spp
(SPI-1/SPI-2)*
Categoria | Aparato (BUTTNER 2012;
CORNELIS 2006;
DIEPOLD, WAGNER 2014)
Translocon HrpF YopB-YopD SipB-SipC/SseC-SseD IpaB-IpaC
Pilus Hrp HrpE YscF PrgliSsaG MxiH
Anel da membrana externa HreC YscC INVG/SsaC MxiD
Anel da membrana interna Hred Yscd Prgk/SsaJ MxiJ
Anel citoplasmatico HreQ YscQ Spa0/SsaQ Spa33
SpaP/SsaR, SpaQ/SsaS, | Spa24, Spa9, Spa29,
Aparato exportador HreD, HreR, HreS, HreT, HreU, HreV YscR, YscS, YscT, YscU, YscV | SpaR/SsaT, SpaS/Ssal, | Spad0, MxiA
InvA/SsaV
ATPase HreN YscN InvG/SsaN Spad7
Categoria Il Chaperonas SycD, SycE, SyeH, SycN, | SPI-1=InvB, SicA, SicP, SigE, | IpgA, IpgC, IpgE, | (BUTTNER, 2012)
HpaB , hpaC (hpaP in Xac and Xoo) SycO, SycT, YscE, YscG, YscY, | SPI-2=  SrcASscB, SseA, | Spai5, IpaD
SycP, SycB. SsaE, SsaQs
Categoria lll Efectores (WHITE et al. 2009, DEAN
AvrBs2, AvrBs1, AvrBs2, | AvrBs2, YopE,YopH, YopP/J, YopE, | AvrA, SipA, SipB, SipC, SipD, | IpaA, IpaB, IpaC, | 2011)
AvrBs3/PthA (4 | AvrBs3/PthA, XopB, | AvrBs3/PthA | YopM, YopT, YpkA/YopO SopA, SopB, SopE, SopE2, | IpaD, IpaJ, IpgD,
genes), XopC, | XopC, XopD, XopE, | (17genes), SptP, SIrP, SopD, SspH1, | IpgB, IcsB, OspC,
XopE, XopF, | XopF, XopG, XopH, | XopC, XopF, SteA, SteB, GogB, PipB, SifA, | OspD, OspZ, OspB,
Xopl, Xopk, | Xopl, XopJ, XopK, | XopG, Xopl, SifB, SopD, SpiC, SseF, SseG, | OspF, VirA, OspE,
XopL, XopN, | XopL, XopM, XopN, | XopK, XopL, Ssel, Ssed, SseK, SspH, | OspG, IpaH family
XopP, XopQ, | XopO, XopP, XopQ, | XopN, XopP, SteC, SpvB, SpvC
XopR, XopV, | XopR, XopS, XopV, | XopQ, XopR,
XopX, XopZ, | XopX, XopZ, | XopT, XopU,
XopAD, XopAA, XopAD, | XopV, XopX,
XopAE, XopAE, XopAJd, | XopY, XopZ,
XopAG, XopAl, | XopAK XopAA,
XopAK XopAB,
XopAD,
XopAE.

(GUO et &l 2011;

HrpG HrpX LerF InvF SicA MxIE IpgC GARRITY-RYAN  ef.  al
2010; BUTTNER 2012)

Categoria IV Reguladores

* SPI-1 e SPI-2 llhas de patogenicidade de Salmonella 1 e 2.
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O pilus Hrp de Xcv tem diametro (=8 a 10 nm) e comprimento (=4 pm) similar
ao de bactérias fitopatogénicas como Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum
e Erwinia amylovora (ROINE et al., 1997; VAN GIJSEGEM et al., 2000; JIN et al., 2001).
As proteinas HrpBl e HrpB2 localizadas na base do pilus, desempenham um papel
fundamental na sua formacdo em Xanthomonas (HARTMANN et al., 2012; HAUSNER
et al., 2013) (Figura 4).

As principais subunidades que formam o pilus Hrp possuem sequéncia de
aminoacidos hipervaridveis entre subespécies de baterias patdogenas (LEE et al., 2005;
WEBER; KOEBNIK, 2005). Isso sugere que o pilus Hrp das bactérias fitopatogénicas
pode evoluir rapidamente, dificultando assim, seu reconhecimento por parte do sistema
de defesa do hospedeiro. Evidencias desta rapida evolucdo foram observadas na
geracdo de novos (selecao positiva) e de mdultiplos alelos (selecdo diversificada) de
proteinas de pilus Hrp em Xanthomonas campestris pv . vesicatoria e P. syrigae,
respectivamente (WEBER; KOEBNIK, 2005; GUTTMAN et al., 2006).

Anel da membrana interna. O anel da membrana interna corresponde a
primeira estrutura oligomérica que se forma durante a montagem do AST3 (YIP;
STRYNADKA, 2006). Uma das principais lipoproteinas que faz parte do anel de
membrana interna em Xanthomonas € HrcJ. Essa lipoproteina encontram-se
posicionadas sobre o lado periplasmatico da membrana interna, interagindo com seu
dominio N-terminal com a proteina HrcC, enquanto seu dominio C-terminal interage
com a proteina HrcV , o que indica que essa proteina apresenta ligacfes entre a
membrana externa e interna (WEN-XIANG et al., 2010).

Em bactérias patogénicas de animais sugere-se que a HrcV participa na
formacdo de anéis multiméricos especializados em agrupar outros componentes da
membrana interna do AST3 e servir como plataforma de reconhecimento e transporte
de proteinas efetoras. (GHOSH, 2004). No caso de Xanthomonas estes componentes
da membrana interna seriam as proteinas hrcD (hrpD5 em Xac), hrcR, hrcS, hrcT, hrcU

e hrcV (Figura 4). Um primeiro modelo topoldgico composto por essas proteinas foi
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estabelecido em Xcv, 0 que permite entender melhor como atua esse complexo na

montagem, reconhecimento e transporte de proteinas do T3SS (BERGER et al., 2010).

Além disso, estudos também demonstraram que mutag¢des na proteina HrcJ de
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola inibem a habilidade de tal patégeno para ativar o
complexo HR (resposta de hipersensibilidade) em plantas de tabaco e arroz (WEN-
XIANG et al., 2010). Esses resultados sugerem que a proteina HrcJ é requerida para a
patogénese e a montagem do AST3. Outra proteina da membrana interna de
Xanthomonas é o HrcQ, homadloga das proteina YscQ e Spa33, dos patdogenos Yersinia
e Shigella, respectivamente. Essas proteinas altamente conservadas no AST3
compartilham uma significativa homologia em seu extremo C-terminal, com as proteinas
FIIN e FliM do anel citoplasmatico do flagelo (C-anél) (CORNELIS, 2006; YIP;
STRYNADKA, 2006). Pesquisas feitas com HrcQ demostraram que ela localiza-se na
parte citoplasmatica de Xcv e esta associada a sua membrana interna (LORENZ;
HAUSNER; BUTTNER, 2012). Também foi demostrado que a proteina HrcQ ¢é
essencial para a patogéneses, interagindo com outras proteinas, como HrcN, HrcL
(HrpB5 em Xac), HrcV e HrcU.

Resultados semelhantes foram encontrados para a proteina Spa33 de Shigella
sp, a qual também apresenta interacdes com a proteina de membrana interna MxiJ
(ortologa de HrcJ em Xanthomonas) (MORITA-ISHIHARA et al., 2006). Tais pesquisas
sugerem que o anel-C putativo formado pela proteina HrcQ pode atuar como um
mecanismo de translocacdo de efetores proteicos entre a interfase do citoplasma e a
membrana interna da bactéria. Estudos de protebmica da interacdo planta-patégeno
observaram a expressao das proteinas de membrana interna HrcV, HrcU , HrcQ, em
Xac nos dias 3 e 5 apo0s a infecgcdo em plantas Citrus sinensis (FACINCANI et al.,
2014). Tais resultados sugerem que as proteinas identificadas desempenham um papel
importante nos ciclos iniciais da doenca. No caso das proteinas de membrana interna
HrcV e HrcU da Xac demostraram ser essencial para a viruléncia, atuando no
reconhecimento e transporte de outras proteinas do AST3 como HrpB2 e HrpE
(CAPPELLETTI et al., 2011; YAN; WANG, 2012; HARTMANN; BUTTNER, 2013).
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Anel da membrana externa. A base estrutural do AST3 é constituida de dois
anéis concéntricos que unem o pilus Hrp &s membranas interna e externa da bactéria.
O menor desses anéis localiza-se na membrana externa da bactéria, sendo constituido
por secretinas (GENIN; BOUCHER, 1994; KOROTKOV; GONEN; HOL, 2011). As
secretinas sdo uma familia de proteinas que formam poros na membrana externa das
bactérias(KOROTKOV; GONEN; HOL, 2011). Elas sdo encontradas no AST3 e também
em outros sistemas de transporte de macromoléculas como o aparato de secrecao tipo
I e IV (THANASSI; HULTGREN, 2000; YIP; STRYNADKA, 2006; KOROTKOV,
GONEN; HOL, 2011).

Os monbmeros das proteinas que formam as secretinas, incluindo as do
injectossoma, associam-se em oligdmeros de 12 a 14 subunidades formando uma
estrutura em forma de anel com um canal central de 5 -10 nm (COLLINS et al., 2001;
YIP; STRYNADKA, 2006; KOROTKOV; GONEN; HOL, 2011). O anel formado funciona
entdo como um canal de passagem para as proteinas efetoras. As secretinas do AST3
(conhecidas como HrcC em bactérias fitopatogénicas) também podem ter a funcédo de
ancoragem e estabilizagcdo do pilus Hrp na membrana celular (YIP; STRYNADKA,
2006). A secretina HrpA tem sido descrita como a Unica proteina do injectossoma
localizada na membrana externa de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (HrcC em
Xac) (WENGELNIK et al.,, 1996; LORENZ; BUTTNER, 2009). Também tem sido
reportado que mutacdes no gene ortélogo hrcC de Xoo apresentam reducdo nos

niveis de viruléncia em plantas de arroz (WANG et al., 2007).

Translocones. Os translocones sdo responsaveis pela translocacdo de
proteinas efetoras da bactéria para o citoplasma de células eucariotas. Por ser ainda
muito pouco compreendido este mecanismo, é descrito na forma de dois modelos
(GALAN; WOLF-WATZ, 2006). O primeiro sugere que o pilus Hrp gera uma abertura na
membrana da célula hospedeira para que as proteinas efetoras atinjam o citoplasma
(HOICZYK; BLOBEL, 2001).
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J4, o segundo modelo sugere que o pilus Hrp utiliza uma série de proteinas
secretadas pelo T3SS, denominados translocadores, que aderem-se a célula
hospedeira para posteriormente formar poros na membrana para o transporte das
proteinas efetoras ao interior das células (TARDY et al., 1999). Desta forma,
translocadores com algum tipo de mutacdo n&o sdo considerados capazes de
transportar proteinas ao interior das células, mesmo que seu AST3 esteja devidamente
formado (GALAN; WOLF-WATZ, 2006). Uma das proteinas translocadoras mais
estudada em Xanthomonas € codificada pelo gene hrpF de Xcv. Embora fundamental
para a patogénese e reconhecimento do efetor AvrBs3, ndo € necessaria para a
secrecao de proteinas efetoras (ROSSIER et al., 2000). A proteina HrpF possui regides
altamente hidrofébicas em seu sitio C-terminal e duas repeticdes imperfeitas diretas em
sua parte N- terminal, apesar de apenas uma repeticdo ser suficiente para o processo
de translocacdo das proteinas efetoras para o interior das células (HUGUET; BONAS,
1997).

Pesquisas realizadas com os genes hrpF de Xcv, Xcc e Xac, demostraram que
esses genes podem restaurar a viruléncia do mutante hrpF de Xoo e vice-versa
(SUGIO; YANG; WHITE, 2005). Esses dados sugerem que esta proteina ndo cumpre
funcdes de especificidade nas interacdes patdgeno-planta, porém sao necessarias

para a translocacéo de efetores proteicos.

As proteinas HrpF apresentam atividade de uniéo a lipideos e formacg&o de poros
em bicamadas lipidicas artificiais (BUTTNER et al., 2002), permitindo que elas sejam
inseridas na membrana celular da planta e, com isso, possibilitando a translocacdo de
proteinas efetoras para o interior da célula hospedeira (BUTTNER et al., 2002). A
formacdo de poros em membranas celulares de plantas, também é caracteristica das
proteinas harpin do T3SS. Essas proteinas caracterizam-se por serem ricas em glicina
e serem secretadas pelo T3SS de bactérias fitopatogénicas gram-negativas, sendo
indutoras da HR (Hypersensitive response) em plantas ndo hospedeiras (CHOI et al.,
2013). Estudos feitos com a proteina harpin Hpal do T3SS de Xac sugerem que essa

proteina pode-se unir as membranas celulares de Citrus sinensis, além de estar
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envolvida na agregacdo bacteriana e a formagao de fibras (SGRO et al., 2012). Esse
estudo também demostrou que a regido N- terminal e C- terminal da proteina Hpal esta
relacionada com a HR de plantas ndo hospedeiras. Resultados similares foram obtidos

com a proteina harpin Hpal na bactéria Xoo (WANG et al., 2008).

ATPase. A ATPase do AST3 encontra-se associada perifericamente a
membrana interna bacteriana, proporcionando assim energia para 0S processos de
secrecdo dos efetores proteicos (POZIDIS et al., 2003; CORNELIS, 2006). Nesses
processos, as ATPases também sdo necessarias para o reconhecimento e liberacédo
das proteinas efetoras das chaperonas (AKEDA; GALAN, 2005). Tais observacdes sdo
consistentes com a identificacdo da atividade ATPase in vitro e também dissociativa dos
complexos efetor-chaperona da proteina HrcN (ATPase) de Xcv (LORENZ; BUTTNER,
2009). Tal proteina também atua durante o processo de translocacdo de efetores
proteicos, interagindo com outras proteinas, como HrcQ, HrcL e as proteinas
chaperonas HpaB e HpaC (HpaP em Xac) (LORENZ; BUTTNER, 2009; HARTMANN;
BUTTNER, 2013). Mutagbes na proteina HrcN de Xanthomonas incapacitam o
patbgeno de dar origem a doenca nas respectivas plantas hospedeiras (LORENZ;
BUTTNER, 2009; YAN; WANG, 2012).

2.5.2 CATEGORIA Il : Chaperonas

As chaperonas do T3SS (T3Cs) sao proteinas que cumprem funcdes tanto na
montagem como no funcionamento do AST3 (FELDMAN; CORNELIS, 2003; LOHOU et
al., 2013). Atuando com pelo menos um efetor proteico, tais proteinas sédo necessarias
para que os efetores sejam secretados no citoplasma da célula hospedeira (LOHOU et
al., 2013). Esse processo varia de acordo com o padrdo de reconhecimento dos
efetores por parte das T3Cs, que subdividem-se em trés classes. A classe | de
chaperonas é a principal em patdgenos de plantas, e reconhece um (IA) ou varios (IB)

efetores. A classe Il interage com translocones especificos, e a classe Ill esta
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relacionada com as chaperonas do sistema de secrecgéao flagelar (WATTIAU et al., 1994;
PARSOT, 2003).

Chaperonas IA foram descritas nas bactérias da familia dos injectossoma Hrpl,
P. syringae pv.Syringae (VAN DIJK et al., 2002), P. syringae pv tomato (BADEL et al.,
2003), e E. amilivora (GAUDRIAULT et al., 1997). Os genes que codificam para as
chaperonas encontram-se adjacentes aos efetores proteicos no genoma dessas
bactérias (LOHOU et al., 2013). Em contrapartida, os genes das chaperonas da classe
IB sdo encontradas em varios AST3 da familia Hrpll, e separados dos genes efetores,
embora localizadas em um mesmo cluster hrp (LOHOU et al., 2013). Esse tipo de
chaperonas pertencem aos grupos HpaB e HpaC (HpaP em espécies como Xac ou
Xo00) de Xanthomonas spp, e participam da secrecao de varios efetores proteicos e da
patogénese de bactérias (BUTTNER et al., 2004, 2006).

Estudos com efetores proteicos na bactéria Xoo demostraram que mutantes das
chaperonas HpaB e HpaC (HpaP em Xcv) sé@o incapazes de secretar eficientemente a
maioria dos efetores proteicos analisados (FURUTANI et al., 2009). Mutantes gerados
por mutagéneses randémica com transposones no gene HpaB em Xac sdo incapazes
de produzir sintomas do cancro citrico em folhas de Citrus paradise (YAN; WANG,
2012). Entretanto, tais proteinas podem interagir com as proteinas ATPase HrcN,
HrcU,HrcV, HpaC e HpaA, facilitando assim o contato do aparato exportador da
membrana interna com os efetores proteicos durante sua secrecdo (LORENZ;
BUTTNER, 2009; HARTMANN; BUTTNER, 2013).

O CBD (Chaperone Binding Domains ) é uma regides conservada no sitio N-
terminal (primeiros 100 aa) de alguns efetores (CORNELIS, 2006; BUTTNER, 2012).
Tais dominios sdo necessérios para secre¢cdo e reconhecimento das chaperonas e
proteinas da membrana interna (BIRTALAN; PHILLIPS; GHOSH, 2002). Estes dominios
tém sido identificados no regulador Hpac e os efetores HpaA, AvrBsl e AvrBs3 de Xcv
(BUTTNER et al., 2004, 2006; LORENZ et al., 2008).
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2.5.3 CATEGORIA lllI: Efetores

Os efetores proteicos séo injetados no interior das células por meio do AST3.
Eles alteram diferentes processos na planta como: supresséo da apoptose, ativacao da
via do acido jasmonico (AJ), supressdo da remodelagem da parede celular, ativacao da
transcricdo e supressdo da ativacdo de proteinas de resisténcia (MUDGETT, 2005).
Muitas destas funcBes tém sido observadas nos efetores proteicos de Xanthomonas,
onde estima-se existir aproximadamente 40 efetores agrupados em diferentes familias
(WHITE et al., 2009).

Na Tabela 1, pode-se observar diversos efetores descritos tanto em
Xanthomonas como em patdgenos de animais. Mutagéneses sitio-dirigida realizadas
em genes efetores de Xac demonstraram-se ineficientes para reduzir os efeitos do
cancro citrico em plantas de Citrus paradise e Citrus aurantifolia (FIGUEIREDO et al.,
2011). Esses dados sugerem um possivel papel redundante na funcao desses efetores.
Em contrapartida, mutacdes nos genes das familias AvrBs/PthA de efetores TAL
(Transcription Activator-Like) de Xanthonomas tém sido bastante estudadas por
produzirem fenétipos com disminucédo da viruléncia, ocasionando perda da capacidade
do patdgeno em causar hiperplasia, water soaking e disseminacéo na planta (SWARUP
etal.,, 1992; YANG; WHITE, 2004; SHIOTANI et al., 2007; YAN; WANG, 2012).

Os efetores TAL de bactérias atuam como ativadores transcricionais no nucleo
da célula hospedeira (WHITE; YANG; JOHNSON, 2000a; KAY et al.,, 2007). Esses
efetores apresentam regides N-terminal e C-terminal altamente conservadas, com uma
estrutura central que possuem repeticdes de 34 ou 35 aminoacidos, relacionadas com o
reconhecimento de sequéncias especificas dentro do DNA da planta (WHITE; YANG,;
JOHNSON, 2000a; KAY et al., 2007). Tais efetores também possuem motivos
conservados de sinais de localizagéo nuclear (NLS nuclear localization signal), além de
dominios de ativacdo transcricional que alteram o perfil de transcricdo da planta
infectada (AD activation domain) (YANG; DEANW.GABRIEL, 1995; ZHU et al., 1999;
SZUREK et al., 2001).
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Algumas das proteinas da familia AvrBs/PthA em Xanthomonas s&o
reconhecidas por proteinas de resisténcia (R) em plantas, o que também ocasiona a
ativacdo de diferentes cascatas de sinalizacdo que induzem a expressdo de genes
responsaveis pelos mecanismos de defesa nas plantas (HAMMOND-KOSACK; JONES,
1996) Em Xcv, a translocacédo de efetores tipo AvrBs3 por meio do AST3 depende de
sinais localizados no sitio N-terminal das proteinas efetoras, cujas regides CBD sao
reconhecidas por chaperonas e estdo presentes na maioria dos efetores da familia
AvrBs3/PthA (DEAN, 2011).

2.5.4CATEGORIA IV: Reguladores

Os reguladores transcricionais do T3SS controlam a expressédo dos genes hrp
para a sua montagem e funcionamento (HE; NOMURA; WHITTAM, 2004; GALAN;
WOLF-WATZ, 2006). Em Xanthomonas, as proteinas HrpG e HrpX regulam
principalmente a expressédo de genes que compdem o cluster hrp. A proteina HrpG é
um regulador de resposta (RR) o6rfao do sistema de dois componentes (TCS = Two
Component System). Em Xanthomonas, HrpG é considerada um RR 06rféo, devido a
que ndo é conhecida a proteina histidina quinasa (HK) encargada de sua fosforilagcao e
ativacdo. Quando a HrpG é ativada (fosforilada) pela respectiva HK, leva a expressao
do regulador hrpX (WENGELNIK; ACKERVEKEN; BONAS, 1996; NOEL et al., 2001;
GURLEBECK; THIEME; BONAS, 2006). HrpX é um tipo de ativador transcricional da
familia AraC, que regula a expressdo de muitos genes do regulon HrpG, incluindo os
operons hrpB a hrpF (WENGELNIK; ACKERVEKEN; BONAS, 1996; NOEL et al., 2001;
GURLEBECK; THIEME; BONAS, 2006). Essa familia de ativadores transcricionais AraC
apresenta como caracteristica estrutural a presenca de dois dominios helix-turn-helix
conservados de unido ao DNA (EGAN, 2002).

Tem sido observado que muitos genes regulados por HrpX apresentam uma

PIP-box (plant-inducible promoter box; consensus TTCGCN15-TTCGC) em sua regiao
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promotora (FENSELAU; BONAS, 1995).Essa regido tem sido proposta como um
elemento regulatério, embora alguns estudos tém mostrado que genes com PIP-box
imperfeitas ou sem PIP-box, sdo regulados igualmente por HrpX, 0 que sugere que este
motivo ndo é suficiente para conferir a inducdo por este regulador (WENGELNIK;
ACKERVEKEN; BONAS, 1996; NOEL et al., 2001).

A importancia dos reguladores HrpG e HrpX durante o processo infeccioso de
Xac, tem sido demostrada com mutacdes randdémicas e sitio dirigidas, essas alteracdes
permitiram neutralizar os efeitos de viruléncia da bactéria em plantas de citros
infectadas (LAIA et al., 2009; GUO et al., 2011). Analises baseadas em microarranjos
com amostras de Xac, permitiram observar que a maioria dos genes do T3SS (além de
outros fatores de viruléncia) sao regulados principalmente por HrpG e HrpX (GUO et
al., 2011). No entanto, ainda s&o pouco conhecidos os estimulos que dao origem a
expressdo do T3SS em plantas por meio das proteinas HrpG e HrpX. Uma das
principais causas do desconhecimento destes estimulos, é o fato de ndo saber qual é a
histidina quinasa (HK) encargada de perceber o sinal ambiental que ativa a HrpG
(Figura 5). Nesse sentido, estudos de interacdo proteina-proteina realizados em Xac
demostraram que a HK putativa (XAC3683), interatua fisicamente com HrpG, o que
pode sugerir um possivel processo de ativacdo mediado por essa proteina (ALEGRIA et
al.,, 2004). Pesquisas mais recentes realizadas em Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) reportaram outra HK putativa denominada HpaS que fosforila a HrpG
(LI et al., 2014). Todos esses resultados sugerem provavelmente que multiplas vias de
sinalizacdo poderiam ativar esta proteina, como ja tem sido observado na bactéria
Ralstonia solanacearum (YOSHIMOCHI et al., 2009). Assim, de acordo com isso,
diversas proteinas HK em resposta a sinais especificas (ambiente/planta), estariam
fosforilando HrpG em Xanthomonas e ativando o T3SS via HrpX.

Embora a fosforilacdo de HrpG pela HK (provavelmente mais de uma) seje um
dos eventos mais importantes na ativacdo dos genes do T3SS em Xanthomonas, tem
sido demostrado que essas redes de regulacdo sao muito mais complexas e envolvem

outras vias dos sistemas de dois componentes como : RpfC/RpfG, ColS/ColR, PhoP/
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PhoQ entre outros (BUTTNER; BONAS, 2010; TSUGE; FURUTANI; IKAWA, 2014)
(Figura 5). No entanto, com toda essas informacdes disponiveis, ainda ndo € muito
claro os tipos de sinais e 0 mecanismo utilizado pela Xac para ativar este fator de
viruléncia. Por isso, um dos objetivos deste trabalho foi identificar um desses sinais
ambientais captado pela Xac para dar inicio ao processo infeccioso via T3SS (ver

capitulo 3).



25

=S

K ! ? // vcee;:tI;

Figura 5. Modelo geral da cascata de regulagdo do T3SS no género Xanthomonas. Um sinal
externo do ambiente/planta ativa a proteina sensor quinase e essa se autofosforila.
O grupo fosfato é transferido a proteina HrpG e essa é ativada induzindo a
transcricdo e traducdo de HrpX. Posteriormente, HrpX ativa a expressao do cluster
hrp e dos efetores proteicos tipo lll. Alguns efetores do T3SS também podem ser
regulados por meio do TCS ColS/ColR. A expresséo do gene hrpG também pode
ser regulada pelo TCS PhoP/PhoQ em baixas concentracdes de Calcio e Magnésio.
O TCS RpfC/RpfG ativado pelo DFS (Diffusible Signal Molecules) regula os niveis
do segundo mensageiro cyclic-di-GMP. Um importante alvo do cyclic-di-GMP € o
regulador transcricional Clp. O cyclic-di-GMP se liga a Clp para prevenir sua unido
ao DNA e evitar a transcricdo de genes relacionados com o T3SS. As caixas
representam genes, 0s circulos azuis representam proteinas dos Sistemas de Dois
Componentes (TCS) e o circulo laranja representam reguladores transcricionais. As
setas em duas direcdes representam processos de fosforilacdo ou desfosforilacdo e
o0 ponto vermelho sobre os reguladores de resposta do TCS representa o grupo
fosfato. c-di-GMP= di-guanosina monofosfato ciclico, GMP= guanosina monofosfato,
PM= parede celular, MC=membrana celular e Cit= citoplasma.
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2.6 O T3SS de Xanthomonas como possivel alvo molecular

Alternativas atuais para o tratamento de doencas geradas por bactérias sao
baseadas no desenvolvimento de compostos antimicrobianos com atividade especifica
contra fatores de viruléncia e patogenicidade (RASKO; SPERANDIO, 2010). Nesse
aspecto, resultados do transcriptoma de Xac inoculada em variedades de citros com
niveis diferentes de susceptibilidade ao cancro identificaram que o T3SS € o principal

fator de viruléncia expresso in vivo (Ver Capitulo 2).

Além disso, diferentes estudos baseados em mutagénese de patégenos de
Xanthomonas tém demostrado que alteracbes nos genes do T3SS anulam a
capacidade da bactéria infectar e colonizar as células do hospedeiro (QIAN et al., 2005;
WANG et al.,, 2007; LAIA et al.,, 2009; YAN; WANG, 2012) (Figura 3). Em virtude do
T3SS apresentar alta especificidade (presente geralmente nas bactérias patogénicas) e
baixa pressdo seletiva (ndo € necessario para a sobrevivéncia da bactéria), o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos para o T3SS pode vir a ser de
grande interesse para o tratamento de doencas produzidas pelas Xanthomonas.

Ademais, o risco de surgimento de estirpes bacterianas resistentes também é reduzido.

Neste aspecto, algumas pesquisas com patdégenos de animais tém sido
desenvolvidas com algum tipo de sucesso (FELISE et al., 2008; KEYSER et al., 2008;
AIELLO et al., 2010; SWIETNICKI et al., 2011; KLINE et al., 2012). Por sua vez, a
comprovacdo de que o T3SS é altamente conservado entre diferentes familias de
bactérias tornara possivel o uso de alvos validos em patdégenos de plantas para o
controle de doencas causadas também por patégenos animais.

Uma vez que o T3SS € um complexo estrutural em que interatuam mudltiplas
proteinas, um conhecimento prévio dessas interagdes poderia facilitar a identificagéo de
sitios de contato fisico que possam ser utilizados no desenho de inibidores para a
desestabilizacdo deste sistema (ARKIN; WELLS, 2004). Uma primeira aproximagao

experimental ao conhecimento de tais interagdes no T3SS foi realizada em Xac
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utilizando sistemas de duplo-hibrido em leveduras (ALEGRIA et al., 2004). Outro tipo de
estudo baseado em simula¢cdes computacionais para predi¢do das interacdes proteina-
proteina foi realizado em Xoo com propositos quimioterapeuticos, o que mostra a
importancia desse tipo de conhecimento no desenvolvimento de compostos
antimicrobianos (KIM et al., 2008). Uma das proteinas do AST3 da membrana externa
de Xanthomonas que € essencial para a patogénese e que poderia ser bloqueada por
intermédio de compostos quimicos € o HrpC (familia das secretinas). A compreensao
da arquitetura e montagem das secretinas faz com que se tornem alvos atrativos para o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos (KOROTKOV; GONEN; HOL,
2011).

O uso das secretinas como alvo farmacolégico ja foi demostrado no screening
funcional de inibidores do T3SS na bactéria Salmonella tiphymurium (FELISE et al.,
2008). Nesse estudo, foi constatado que o composto 2-imino-5-arylidene thiazolidinone
bloqueia a secrecdo e a viruléncia de diversas bactérias patogénicas de animais e
plantas, como S. tiphymurium, Y. enterocolitica, F novicida e P. syringae. A proteina
ATPase (HrcN) do AST3 de Xanthomonas também é considerada um alvo vélido para o
controle de doencas causadas por essas bactérias. Pesquisas com propdsitos
terapéuticos baseadas em docking molecular identificaram inibidores funcionais da
atividade ATPase das proteinas YscN e BsaS (ort6logas de HrcN de Xac) de Y. pestise
e B. mallei respectivamente (SWIETNICKI et al., 2011).

Para as proteinas chaperonas (categoria 1l), ainda ndo foram reportados
compostos antimicrobianos que possam ser utilizados para combater bactérias que
afetam plantas ou animais. Entretanto, j& ha a disponibilidade de estruturas
tridimensionais de diferentes chaperonas e a identificacdo de dominios de interagcéo
efetor-chaperona que podem facilitar a compreensao das intera¢des proteina-proteina
(BIRTALAN; GHOSH, 2001; EVDOKIMOQV et al., 2001; BIRTALAN; PHILLIPS; GHOSH,
2002; CORNELIS et al., 2005; CORNELIS, 2006; BUTTNER, 2012). Neste aspecto, a
obstrucdo das interacdes chaperona-efetores poderia representar uma aproximacao

experimental no desenvolvimento de inibidores do T3SS. A inibicdo de tais interacdes
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foi observada entre a proteina chaperona eucariota Hsp90 e a proteina HOP, cuja
obstrucdo causou a supressdo de células tumorais in vivo (YI; REGAN, 2008). A
chaperona eucariota Hsp90 atua no processo de dobramento e reconhecimento de

dominios de proteinas oncogénicas por meio de interacdes proteina-proteina.

No caso dos efetores proteicos do tipo Il de Xanthomonas (Categoria Ill), a
descoberta da estrutura cristalina do efetor AvrBs3 de Xoo (MAK et al., 2012) permite
que sejam identificados e testados sitios de interagdo para inativacao da interacdo entre
ela e as proteinas chaperonas. Outra aproximacdo experimental valida € o desenho de
inibidores voltados para a interacdo entre AvrBs3 e o DNA da planta. Nesse caso, a
inibicdo de efetores AvrBs3 poderia afetar a interacdo entre as regiées promotoras do

DNA de plantas, permitindo assim que o sistema de defesa atue de forma esperada.

Finalmente, também j& foi relatado que as proteinas HrpG e HrpX sao
necessarias para a expressao de genes de viruléncia associados com o T3SS de
Xanthomonas. Dessa forma, tais genes podem ser empregados como alvos
moleculares para o controle de doencas causadas por Xanthomonas. Inibidores de
reguladores transcricionais pertencentes a familia de genes AraC das bactérias Shigella
flexneri e E. coli permitiram atenuar efeitos de doenca causada em animais (Koppolu et
al. 2013; Skredenske et al. 2013). Tais experimentos sugerem que 0S compostos com
atividade antimicrobiana inibem os dominios de ligacdo entre os reguladores
transcricionais e o DNA das bactéria. O uso dessa estratégia tem sido bastante viavel
no desenvolvimento de agentes antimicrobianos para o controle de patégenos animais
(Skredenske et al. 2013; Koppolu et al. 2013). Estudos desenvolvidos especificamente
em patdégenos de plantas com o fim de bloquear as proteinas de regulacdo do T3SS
foram realizado em Erwinia amylovora, o agente causal do fogo bacteriano (fire blight in
rosaceous plants) (KHOKHANI et al., 2013). Utilizando os compostos fenélicos acido 4-
methoxy-cinnamico (TMCA) e acido benzoico (BA), foi inibida a expressao de genes da

via regulatéria HrpS-HrpL nesta bacteria.
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Tabela 2. Possiveis alvos e estratégias para o desenvolvimento de compostos anti-

T3SS em Xanthomonas.

Componente funcional

Tranlocon

Subunidad Pilus Hrp
Montagem Pilus Hrp
Anel membrana externa

Categoria I: Aparato

Mutantes com Possiveis estratégias
deficiéncia na para o desenvolvimento
viruléncia * do composto quimica
.hrpF
hrpE

'hrpBI, hrpB2, hpaB4

» Inibigio de interacd
hrcC(Secretina) nibigao ae interacoes

proteina-proteina

Anel membrana interna  |hrcJ
Anel citoplasmatico hreQ
Aparato exportador hrpD5, hrcU, hrcV
Proteina harpins hpal
Transglycosylase-like 'hpaz _
ATPase hreN Inibicdo enzimatica
Categoria Il: Chaperonenas
Componente funcional Mutantes com Possiveis estratégias
deficiéncia na para o desenvolvimento
viruléncia * do composto quimico
Chaperona hpaB, hpaP Inibigdo de interagdes
Chaperona-efetor
Categoria lll: Efetores
Componente funcional Mutantes com Possiveis estratégias
deficiéncia na para o desenvolvimento
viruléncia * do composto quimica
Efetores da familia .pth4 Inibigdo de interagoes

AvrBs3/PthA

Pth4- chaperona ou
Pth4-DNA (planta)

Categoria IV : Regulatores transcricionais

Componente funcional

Sistema de Dois
Componentes (TCS)
Regulador transcricional
AraC-type

Mutantes com Possiveis estratégias para j
deficiéncia na o desenvolvimento do
[ viruléncia * | composto quimica
hpas, hrpG Inibigdo de interagGes
‘ TCS
hrpX Inibigdo de interagbes
HrpX—-DNA

*Genes cujas mutacdes produzem fendtipos incapazes de originar doencas em plantas

suscetiveis (ver Figura 3).
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Também foi reportado que compostos derivados da silicylidene acylhydrazides e
0 acido p-coumarico inibem a expressao dos genes reguladores do T3SS em Erwinia
amylovora e Dickeya dadantii (Erwinia chrysanthemi) respectivamente (KHOKHANI et
al., 2013; YANG et al., 2014).

Tais estudos demostram a factibilidade de explorar o T3SS como alvo molecular
para o controle de bactérias fitopatogénicas como Xanthomonas, e também em
bactérias animais que utilizam o sistema T3SS como via de infeccdo para causar
doencas. Na Tabela 2, apresenta-se um resumo das possiveis estratégias que
poderiam se utilizadas no estudo de compostos antimicrobianos contra o T3SS de

Xanthomonas.
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Capitulo 2 - Analises transcricionais in vivo e in vitro de Xanthomonas citri subsp.
citri revelam mecanismos de adaptacdo e viruléncia durante o

desenvolvimento do cancro citrico

Resumo - O cancro citrico é uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas
citri subsp. citri (Xac), que infecta todas as espécies de citros de importancia
econbmica. Para compreender melhor como o patdégeno consegue vencer as defesas
da planta, e assim causar a doenca, ha a necessidade de identificar alteracbes
transcricionais de Xac sob condi¢des in vivo. No presente estudo, o transcriptoma de
Xac durante o crescimento em diferentes variedades de citros foi realizado pela técnica
de RNA-SEq. Para isso, a Xac foi inoculada em cinco variedades de citros com
diferentes niveis de suscetibilidade ao cancro, e analises de seu perfil transcripcional
foram feitas durante os periodos de 48 e 72 horas apds a inoculacdo (hai). O namero
de genes diferencialmente expresso (GDE) pela Xac em todas as variedades no tempo
de 48 e 72 (hai), foi de 149 e 108, respectivamente. Os principais grupos de genes
induzidos na Xac nos tempos de 48 e 72 hai codificam para proteinas relacionadas com
0 sistema de secrecao tipo Il (T3SS), processos metabolicos, traducéo, resposta a
estresse oxidativo, enzimas extracelulares e transporte de ferro e fosforo. Por outro
lado, os genes reprimidos na Xac para esses mesmos tempos, apresentam relacdo com
elementos genéticos moveis, conjugacdo, recombinacdo do DNA e fosforilagdo
oxidativa. Também foi identificado que as principais vias metabdlicas ativadas pela Xac
durante o processo infeccioso estdo relacionadas com o ciclo do &cido citrico, a
gliconeogénese e a degradacéo da pectina. Os GDE identificados na Xac em condi¢des
in vivo apresentaram um perfil de expressado diferente do encontrado em meios de
cultura indutores de patogenicidade. Essas comparacdes permitiram estabelecer que o
fésforo inorganico (Pi) e o nitrogénio (fontes orgéanicas), estdo relacionados com a
ativacdo do T3SS, mas nao o citrato ou o ferro. Esses dados foram comprovados por
gRT-PCR e sugerem que a Xac reconhece sinais nutricionais especificas (fonte de P e
N) do ambiente para ativar o T3SS, que € o principal fator de viruléncia induzido pela
bactéria em condicfes in vivo. Este estudo fornece informacdo sobre as caracteristicas
do ambiente intracelular que a Xac percebe, assim como, as estratégias usadas pela
bactéria para se desenvolver e promover a doenca.

Palavras-chave: Genes diferencialmente expressos, interacdo planta - patdgeno,

RNA-Seq, transcriptoma
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1. INTRODUCAO

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), &
uma doenca que ataca uma ampla gama de espécies comerciais de citros e tem
causado perdas significativas nos paises produtores (GRAHAM et al., 2004). Embora
responsaveis por grandes prejuizos na citricultura mundial, ainda ndo ha medidas de
controle eficientes contra o cancro citrico. As tentativas de controle baseiam-se na
erradicacao e principalmente na pulverizacdo cuprica de areas afetadas (GOTTWALD
et al., 2001; GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002),0 que leva ao surgimento de
isolados bacterianos resistentes (ALVA, 1993; COOKSEY, 1994; BEHLAU et al., 2010).
Neste sentido, uma melhor compreensao dos mecanismos utilizados pela Xac durante o
processo infeccioso poderia ajudar a desenvolver estratégias para combater este
patébgeno. Com a disponibilidade da sequéncia do genoma de Xac (DA SILVA et al.,
2002), estudos de genbmica funcional tém permitido a identificacdo de genes
relacionadas com a viruléncia e patogenicidade desta bactéria. Alguns dos principais
fatores de viruléncia e patogenicidade em Xac incluem o Sitema de Secrecao Tipo I
(T3SS), Sitema de Secrecao Tipo Il (T2SS), formacdo de biofiime e goma xantana,
quorum-sensing (QS), sistemas reguladores de dois componentes (TCS) e
transportadores dependentes de tonB (LAIA et al., 2009; YAN; WANG, 2011, 2012). No
entanto, ainda é pouco conhecido o padrdo de expressao destes fatores de viruléncia
na Xac durante a interacdo com plantas citricas.

Alguns métodos tém sido utilizados para identificar genes diferencialmente
expressos em diferentes fitopatdgenos durante sua interagdo com a planta, por
exemplo, a tecnologia de expresséo in vivo (In vivo expression. technology -IVET) e a
modificacdo desta técnica, denominada RIVET (recombinase-based in vivo expression
technology). Essas técnicas foram utilizadas em Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc) para identificar genes diferencialmente expressos durante sua
interacdo com plantas de brécolis e tomate, respectivamente (OSBOURN; BARBER;
DANIELS, 1987; TAMIR-ARIEL; NAVON; BURDMAN, 2007). A IVET e uma outra de
suas variantes, denominada HIRS (habitat-inducible rescue of survival - HIRS), também



47

tem sido empregada para avaliar a expressao das bactérias Pseudomonas syringae pv.
tomate e P. syringae pv. syringae inoculadas em plantas de Arabidopsis thaliana e
folhas de feijoeiro, respetivamente (BOCH et al.,, 2002; MARCO; LEGAC; LINDOW,
2005). Outras bactérias fitopatdégenas estudas in vivo através da metodologia IVET séo
Erwinia amylovora (ZHAO; BLUMER; SUNDIN, 2005) e Ralstonia solanacearum
(BROWN; ALLEN, 2004). Embora estes métodos tenham fornecido uma visdo geral
sobre as mudancas na expressao dos genes das bactérias interagindo com as plantas,
ainda a informacéao € incompleta, pois estas metodologias identificam apenas os genes
que apresentam aumento na expressao (induzidos) e ndo aqueles reprimidos.
Recentemente, 0 uso dos microarranjos permitiu estudar os padrbes de expressao
génica de X. oryzae pv. oryzae (SOTO-SUAREZ et al., 2010), P. s. pv. syringae (YU et
al.,, 2013) e R. solanacearum (JACOBS et al., 2012) em plantas, permitindo a
identificag8o de genes induzidos e reprimidos. Entretanto, esta técnica apresenta outras
desvantagens como, a falta de sensibilidade com os transcritos de baixa abundancia, e
a necessidade de se conhecer previamente a sequencia genbmica do patégeno em
estudo (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Com o0s avangos técnicos em transcriptoma surgiu a tecnologia do RNA-Seq,
que, é uma ferramenta poderosa para o estudo da expressao génica, sendo capaz de
revelar transcritos raros e até mesmo transcritos ainda nao identificados em banco de
dados, proporcionando assim um quadro mais preciso e acurado do transcriptoma
(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Muitos dos estudos de RNA-Seq existentes na
atualidade em bactérias fitopatogénicas tém sido realizados a partir do cultivo em meios
de cultura. Neste sentido, alguns estudos envolvendo membros do género
Xanthomonas foram realizados, como por exemplo nas bactérias Xanthomonas citri
subsp. citri isolado 306 e AW12879 (JALAN et al., 2013), Xanthomonas campestris pv.
campestris (LIU et al., 2013) e Xanthomonas oryzae pv. orizae (KIM et al., 2016). No
entanto, poucos trabalhos tém sido realizados a partir da obtencdo direta do
transcriptoma do fitopatdbgeno a partir dos tecidos da planta infectada. Isso, esta
relacionado principalmente com as dificuldades encontradas na separagcao dos RNAs

da bactéria, devido a baixa abundancia destes em relacdo com os da planta hospedeira
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(SKVORTSOV; AZHIKINA, 2010). Recentemente, estudos de RNA-Seq realizados na
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag) infectando tecidos folhares de
soja, demostraram uma alta expressdo de genes relacionadas com o T3SS, efetores
do T3SS, enzimas degradadoras de parede celular, consumo de malonato, transporte
de fosforo e bombas de efluxo (CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG; STEVEN,
2016). Por outra lado, estudos realizados com a bactéria Burkholderia glumae, o agente
causal da podriddo do gréo e da raiz do arroz, apresentaram uma alta expressao de
genes envolvidos na motilidade mediada por quimiotaxia, metabolismo do ascorbato,
metabolismo da trealose e transportadores de acglcar como a L-arabinose e D-xilose
(KIM et al., 2014). Estes dados permitem compreender melhor o ambiente intercelular
dos fitopatégenos e os mecanismos utilizados por estes para dar inicio a doenca.
Assim, a identificacdo de genes responsaveis pelo desenvolvimento do cancro
citrico € um dos passos essenciais para o entendimento dos mecanismos moleculares
gue a Xac utiliza para vencer as barreiras de defesa dos diferentes hospedeiros citricos
que ela infecta. Nesse estudo, analisou-se o transcriptoma de Xac através de uma
cinética de infeccdo em hospedeiros citros com diferentes niveis de susceptibilidade ao
cancro citrico. Esta informacdo pode revelar novos alvos moleculares, para futuras

pesquisas relacionadas com o desenvolvimento de estratégias de controle da doenca.

2. METODOLOGIA

2.1.1. Estirpe bacteriana e meios de cultura

A Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), isolado 306, foi cultivada nos meios,
caldo nutriente (Difco™ NB—5 g/L peptona e 3 g/L extrato de carne), agar nutriente
(Difco™ NA—5 g/L peptona, 3 g/L extrato de carne e 15¢g/L de agar), XVM2 (20 mM
NaCl, 10 mM (NH4),SO4, 5 mM MgSO,4, 1 mM CacCl2, 0,16 mM KH,PO,4, 0,32 mM
Ko;HPOy4, 0,01 mM FeSOg4, 10 mM frutose, 10 mM sacarose, 0,03% casamino acidos pH
6.7) e XAM1 (7.4 mM (NH4)2S0O4, 33 mM KH,PO4, 60 mM, Ko;HPO,, 1,6 mM citrato de
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sédio, 10 mM frutose, 10 mM sacarose, 0.03% casamino &cidos, 1 mg/mL de albumina
, PH 5.4). Quando necessério, 0 meio XVM2 foi ajustado para as concentracbes de
fésforo inorganico a 93 mM (33 mM KH,PO4 + 60 mM K,;HPQ,), citrato de sodio 1,6 mM

ou albumina 1 mg/mL.

2.1.2 Inoculacdo de Xac em folhas de citros e exsudacao

Xac foi inoculada pelo método de infiltracdo por pressdo, com o uso de uma
seringa hipodérmica sem agulha em folhas jovens de citros numa concentracédo de 10°
UFC/mL (ODeoo = 0,3). As variedades de citros utilizadas neste estudo e suas
caracteristicas estdo descritas na tabela 1. Trés plantas de cada variedade foram
inoculadas e mantidas em casa de vegetacdo em condicdes de temperatura (28°C) e
fotoperiodo controladas (periodos de luz / escuriddo de 12 horas). As folhas foram
coletadas nos tempos de 48 e 72 hai ap0s a inoculacao (hai) e foi realizado um pool de
cada tempo a partir das réplicas biolégicas. A recuperacdo das células bacterianas de
Xac do tecido folhar foi feita por exsudacgéo. Para isso, as folhas foram cortadas em
pedacos pequenos com bisturi estéril e imersas em agua gelada (4°C), seguido de
agitacao por 30 minutos. Os restos foliares foram separados por filtracdo com gaze e
as células bacterianas foram recuperadas por centrifugacao a 10.000 x g por 10 min. O

RNA total foi extraido imediatamente, como descrito em seguida.
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Tabela 1. Variedades de citros utilizados neste estudo.

Nivel de resisténcia Genotipo de citros Espécie
Altamente resistente ‘Kumquat’ Fortunella spp
Resistente Tangerina ‘Ponkan’ Citrus reticulata
Moderadamente resistente  Laranja doce ‘Pera Rio’ Citrus sinensis
Suscetivel Laranja doce ‘Hamlin’ Citrus sinensis
Altamente suscetivel Lima acida ‘Galego’ Citrus aurantifolia

2.2.3 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total de “pellets” bacterianos exsudados de folhas de citros e das
bactérias cultivadas nos meios de cultura XAM1, XVM2 e NB foi extraido utilizando o
‘kit RNeasy Protect Bacteria Mini” (QIAGEN) conforme as recomendagdes do
fabricante. O RNA total foi quantificado utilizando o fluorédmetro Qubit® 2.0 (Invitrogen)
e o kit Qubit® RNA BR Assay (Invitrogen) e, a auséncia de DNA nas amostras foi
verificada através do kit Qubit® DNA HS Assay (Invitrogen). A integridade do RNA total
nas amostras foi avaliada através do Bioanalyzer 2100 (Agilent) e o kit RNA 6000 Nano
LabChip. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando 1 ug de RNA total e
o RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)
segundo instrucdes do fabricante.

2.2.4 RNA seq de Xanthomonas citri subsp. citri

As bibliotecas para o sequenciamento dos mRNAs de Xac selvagem em

condic¢des in vivo e in vitro foram obtidas com o kit TruSeq RNA Sample Preparation v2
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(lumina Inc., San Diego, Ca, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. O
MRNA foi fragmentado, seguido da sintese da primeira e segunda fita de cDNA, reparo
das extremidades e ligacdo dos adaptadores. Em seguida foi realizada a etapa de
clusterizacéo utilizando o Kit TruSeq™ SR Cluster Kit v3 (lllumina Inc., San Diego, Ca,
USA) e o aparelho cBot (lllumina Inc., San Diego, Ca, USA). Apds o processo de
clusterizagéo, os “clusters” presentes na “flow cell” foram sequenciados na Facility de
sequenciamento da FCAV/UNESP utilizando a plataforma HiScanSQ System lllumina,
seguindo as instrucbes do fabricante para sequenciamento de fragmentos do tipo
single end de 50 pb em cada extremidade. No caso da Xac cultivada em meio de
cultura XVM2 (indutor de genes de patogenicidade) os dados de sequenciamento
foram obtidos na base de dados de Gene Expression Omnibus do NCBI (numero de
acesso GSE41519) (JALAN et al., 2013).

2.2.5 Andlise da expresséao de genes

Apds o sequenciamento (single-end) de cada amostra (in vivo e in vitro) as
leituras foram submetidas a uma etapa de pré-processamento, onde as sequéncias
remanescentes de moléculas adaptadoras foram removidas, e as bases das leituras
qgue foram reconhecidas com baixa qualidade foram descartadas. Os programas Scythe
v.0.991 (https://github.com/ucdavis-bioinformatics/scythe) e CutAdapt v.1.4.1 (cutadapt-
1.4.1-goolf-1.4.10-Python-2.7.5.eb) foram aplicados na identificacdo e remocdo de
resquicios de moléculas adaptadoras (minimo de 5 pb de correspondéncia com até 1%
de erro) e o programa PrinSeq v.0.20.3(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011) foi aplicado
na identificacdo e remocao de bases de baixa qualidade (< Q25). Por fim, as leituras
sem o tamanho minimo de 15 pb ou com mais de 80% de bases nao reconhecidas (Ns)
fordo filtradas com o programa PrinSeq. As leituras de alta qualidade foram mapeadas
sobre o genoma de Xac utilizando Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) por meio
da ferramenta EDGE-Pro v.1.3.1(MAGOC; WOOD; SALZBERG, 2013) sem alteragéo

nos parametros originais. O programa EDGE-Pro fornece as contagens normalizadas
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em RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) para cada gene. Os célculos
de variacdo da expressdo génica nas diferentes condi¢cdes experimentais foram
realizados com o pacote R DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

2.2.6 Validagéo da expresséo de genes por gRT-PCR

A validacdo do RNA-seq e a quantificacdo da expresséao relativa dos genes nas
diferentes condi¢des (in vivo e in vitro) foram realizadas por PCR quantitativo em
tempo real (QRT-PCR) usando o kit Master Mix SYBR green (Applied Biosystems) e
seguindo as especificacdes do fabricante. As reacdes foram feitas no aparelho 7500
Software V.2.0.6. (Applied Biosystems) e os dados obtidos foram analisados pelo
método do 2 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foram analisadas trés réplicas
bioldgicas para as condi¢des in vitro e um pool (proveniente de trés réplicas biologicas)
para a condicao in vivo. Os genes atpD, gyrB e rpoB foram utilizados como endbégenos
(JACOB et al., 2014). Todos os iniciadores usados neste estudo estdo listados na
tabela 2.
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Tabela 2 . Sequéncia dos iniciadores utilizados neste estudo

ID Gene Iniciadores Sequéncia5- 3
XAC3649 atpD_F CGGCGCACCGTCGTAT
atpD R CCGGTTTCCAGCAATTCG
XAC0004 gyrB_F CGTCCCGGCATGTATTCG
gyrB_R ACCACCTCGAACACATGTGA
XAC0965 rpoB_F GGATTCCTATCGCGAATTCCT
rpoB_R TGTAGCTGGAAATCGGGAACA
XAC1266 hrpX_F GCCTACAGCTACATGATCACCAAT
hrpX_R TGCGGCCACTTCGTTGA
XAC0416 hrpAl_F GCAGCAGGCCGGTCAGT
hrpA1 R TTCATCAGCATCTGGGTGTATTG
XAC0398 hrpD6_F ACCGATACGGTCACCCAAGA
hrpD6_R GATCCGCCGCCTTGGT
XAC0435 VirkK_F ATGCCACGTCTTGTTCCTG
vVirK_R GTGCTCACACTGACATCG
XAC1211 kate_F AGCTTCCGTTTCCTCAATGA
katE_R GACGCCAATGGAATTTGAC
XAC2336 cydA F TGGCGATCGAGGGACTGA
cydA_R GCGATTCCAGCCAAGAAAGA
XAC2337 cydB_F GTTGTTCGTCGGCGGTTT
cydB_R GTGTAGAACGTGCGCATGCT

3. RESULTADOS

3.1 Transcriptoma global e temporal de Xac in vivo direcionam a
identificacdo de GDE envolvidos no desenvolvimento do cancro citrico

A comparacao do transcriptoma de Xac em genotipos de citrus com diferentes
niveis de susceptibilidade ao cancro citrico, pode auxiliar numa identificacdo mais
precisa dos genes relacionados com os mecanismos de patogenicidade da bactéria e
no desenvolvimento da doenca. Além disso, o estudo transcricional de Xac durante o
processo infecioso (analises temporais), pode fornecer informagé&o sobre os
mecanismos de adaptacdo e ativacdo dos principais fatores de viruléncia utilizados

pela bactéria. Assim, este tipo de conhecimento € de suma importancia para a tomada
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de decisdo em utilizar tais genes como possiveis alvos de controle. Neste estudo foram
utilizadas cinco variedades de citros com niveis diferentes de suscetibilidade ao
cancro citrico (Tabelal). A identificacdo de GDE na Xac durante a sua interacdo com
as plantas foi realizada pela metodologia de RNA-seq. As folhas de citros inoculadas
com Xac estirpe 306 foram coletadas 48 e 72 hai e, posteriormente, foi feito um pool a
partir de 3 réplicas bioldgicas para cada um dos tempos utilizados . Como controle foi
utilizado o transcriptoma de Xac crescida em meio nutritivo NA (Nutriente Agar). Os
resultados da quantidade de leituras (Reads) para cada uma das bibliotecas
sequenciadas, assim como, a quantidade de leituras alinhadas contra o0 genoma de
referencia de Xac 306 estdo apresentados na tabela 3. Como critério para a selecao de
genes diferencialmente expressos (GDEs) na Xac foi considerado um valor de alteracéo
absoluta (Fold-change) de duas vezes (>2 ou < 0,5) e um valor < 0,001 de FDR (False
Discovery Rate). O numero de genes induzidos (Fold-change >2) e reprimidos (Fold-
change > 0,5) pela Xac em cada uma das variedades de citros analisadas foi
determinado para os tempos de 48 e 72 hai (Figura 1A elB). Pode-se observar
também, que o nimero de genes induzidos na Xac que sdo comuns para todas as
variedades de citros, corresponde a 133 e 78 genes para os tempos de 48 e 72 hai,
respectivamente (Figura 1A).
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Tabela 3. Reads brutos e mapeados contra o genoma de referéncia

Reads Reads Reads alinhados Reads
Xac / *Tratamentos brutos alinhados Unicamente Multialinhadas

Xac / AN (Controle) 17804274 17016789 4992002 12024787
Xac/LG48h 19473518 18656370 16683555 1972815
Xac/LG72h 14916362 14312618 14263706 48912
Xac/H48 h 18849442 18168351 18067247 101104
Xac/H72h 20022830 18995605 18915011 80594
Xac /PR 48 h 16184319 19314088 19282121 31967
Xac/PR72h 14443283 15550808 15517214 33594
Xac /P48 h 18691816 18021427 17973952 47475
Xac/P72h 13391897 12897326 12500028 397298
Xac /K48 h 17787721 16883891 16827414 56477
Xac/K72h 15806103 14848702 14781181 67521

*AN= Agar nutriente, LG= lima acida Galego, H= Hamlin, PR= Pera Rio, P= Ponkan, K= Kunqua

Por outro lado, o nimero de genes reprimidos comuns para todas as variedades
estudadas corresponde a 16 e 30 genes, para 0s tempos de 48 e 72 hai,
respectivamente (Figura 1B). E possivel observar a partir destas anélises que genes
induzidos e reprimidos na Xac sdo compartilhados nos dois tempos avaliados (Figura
1C). Os dados aqui apresentados também sugere uma maior dindmica na regulacao
genética da Xac inoculada nas variedades consideradas mais tolerantes (Ponkan e
Kunquat), pois apresentam um maior numero de genes induzidos e reprimidos nos
diferentes tempos analisados (Figura 1A e 1B). Este aumento no numero de GDEs
pela Xac nestas variedades pode estar relacionado com 0s mecanismos que a bactéria
utiliza para poder sobrepor as barreiras de defesa oferecidas por estes hospedeiros
mais tolerantes. No entanto, o grupo de GDE pela Xac, objeto de nosso estudo, foi
direcionado para os genes que foram comuns para todas as variedades de citros
(Figura 1C).
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Diagramas de Venn mostrando o niumero de genes diferencialmente expressos
(GDE) em Xac inoculada nas diferentes variedades de citros. (A) Genes induzidos

na Xac

nos tempos de 48 e 72 horas apOs a inoculagdo em cada um das

variedades. (B) Genes reprimidos na Xac nos tempos de 48 e 72 horas apoés a
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inoculacdo em cada um das variedades. (C) Genes induzidos e reprimidos que
foram expressos em comum pela Xac para todas as variedades nos tempos de 48
e 72 horas. Entre paréntesis se apresenta o numero total de genes (induzido ou
reprimido) identificado para cada variedade de citros.

3.2 GDE em Xac revelam indicios sobre sua adaptacdo ao apoplasto de
citros e seus principais fatores de viruléncia

Para uma melhor compreensdo dos processos adaptativos da Xac ao ambiente
intracelular dos diferentes hospedeiros, foi realizada a identificacdo dos GDE que foram
comuns nos periodos de 48 e 72 hai. Assim, foi realizada a anotacdo dos 149 GDE
(133 induzidos e 16 reprimidos) identificados nos tempos de 48 hai, e os 108 GDE (78
induzidos e 30 reprimidos) para o tempo de 72 hai (FiguralC). O maior nUmero de
genes induzidos em Xac nos tempos de 48 e 72 hai correspondem principalmente a
genes relacionados com o T3SS, processos metabdlicos, traducao, estresse oxidativo,
enzimas extracelulares, proteinas de transporte de ferro e fésforo (Figura 2A). Além
disso, outros genes relacionados com reguladores transcricionais, protedlises,
fosforilagédo oxidativa e adesdo também foram identificados (Figura 2A).

Por outro lado, foi possivel identificar genes reprimidos para os tempos de 48 e
72 hai relacionados principalmente com elementos genéticos maoveis, conjugacao,
recombinacdo do DNA e fosforilagdo oxidativa entre outros (Figura 2B).Também foi
observado que os genes considerados hipotéticos representam a maior parte dos GDE,
tanto induzidos como reprimidos (figura 2A e 2B ). Uma descricdo completa dos GDE
identificados para cada uma destas categorias pode ser observada nas tabelas
suplementares S1 e S2. E interessante observar que a categoria de genes relacionados
aos processos metabdlicos foi a que apresentou uma maior variagdo em funcédo do
tempo para os genes induzidos (além das proteinas hipotéticas). Nesta categoria, 23
genes induzidos foram identificados no tempo de 48 hai e apenas 10 genes no periodo
de 72 hai (Figura 2A). Para identificar os processos metabdlicos associados a este
grupo de genes foi realizada uma analise de enriqguecimento de vias utilizando o
programa KOBAS (XIE et al., 2011).
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Figura 2. Categorizacdo dos GDE identificados em Xac que foram comuns para todas as

variedades de citros nos tempos de 48 e 72 horas ap0s a inoculagédo. (A) Genes

induzidos. (B) Genes reprimidos. Os genes foram categorizados de acordo com a

funcdo biolégica na qual participam.
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As principais vias metabdlicas ativadas pela Xac no tempo de 48 hai envolvem
principalmente metabdlitos do ciclo do acido citrico, piruvato, propanoato, agucares,
acidos organicos e aminoacidos (Tabela 4). Também foi possivel evidenciar processos
de biossinteses de acidos graxos e alguns aminoacidos (Tabela 4). Por outro lado, as
vias metabdlicas enriquecidas para o tempo de 72 hai foram mais restritas, envolvendo
principalmente fontes de carbono relacionadas com a degradacéo da pectina, ciclo do
acido citrico, amido e sacarose, além de acidos organicos e aminoacidos (Tabela 4).
Estes dados sugerem que Xac aproveita inicialmente as fontes de carbono mais
simples disponiveis no apoplasto, como acidos organicos (provavelmente acido citrico e
malato), agUcares e aminoacidos. Posteriormente, quando estas fontes de carbono
comecam diminuir, a Xac busca aproveitar fontes de carbono mais complexas como os
polissacarideos (pectina, celulase) e proteinas que sdo 0s principais constituintes da
parede celular das células vegetais. Desta forma, € possivel evidenciar uma adaptacéo
temporal da Xac a nivel nutricional uma vez que consegue colonizar o apoplasto das
folhas de citros. Neste aspecto, a expressao induzida de genes relacionados com o
transporte de ferro e fésforo, sugere uma baixa disponibilidade destes ions no
apoplasto das folhas de citros (Figura 2A). Este tipo de ambiente caracterizado pela
ampla disponibilidade de fontes de carbono e baixa concentragdo de ions, poderia estar
relacionada com a inducédo de genes de viruléncia na Xac, como o T3SS e o sistema
de secrecdo tipo Il (T2SS), cuja funcdo € a secrecdo de efetores e enzimas
extracelulares hidroliticas (celulases, proteases, pectinases), respectivamente. Tem
sido identificado que a expressdo de genes do T3SS e enzimas extracelulares
secretadas pelo T2SS sédo reguladas pela proteina HrpX (GUO et al.,, 2011), cujos
genes foram identificados neste estudo em todas as variedades e tempos analisados
(Ver Tabela S1).



Tabela 4. Vias enriquecidas identificadas nos processos metabdlicos de Xac
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Genes Genes da P-Value
Tempo Vias metabodlicas ID KEGG identifcados Via corregido
Ciclo do &cido citrico xac00020 6 24 0.0025475
Metabolismo de carbono xac01200 11 95 0.0025475
Metabolismo do piruvato xac00620 6 33 0.00660342
Metabolismo propanoato xac00640 4 17 0.01759374
Glicdlise / gluconeogénese xac00010 4 34 0.11905589
Metabolismo de &cidos dibasico de 5C xac00660 8 0.11905588
Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato xac00630 31 0.21284309
interconversdes glucuronato e Pentoses xac00040 21 0.30702653
Biossintese de arginina xac00220 15 0.75077390
48 hai Metabolismo amido e da sacarose xac00500 2 48 0.76085554
Degradacéo da valina, leucina e isoleucina  xac00280 1 21 0.76085554
Biossintese do &cido graxo xac00061 1 22 0.76085554
frutose e manose metabolismo xac00051 1 24 0.76085554
Metabolismo butanoato xac00650 1 25 0.76085554
Metabolismo de acidos graxos xac01212 1 30 0.76085554
Metabolismo glicina, serina e treonina xac00260 1 33 0.76085554
Met. de amino aglcar e de nucleotide xac00520 1 33 0.76085554
Metabolismo da cisteina e metionina xac00270 1 34 0.76085554
Biossintese de aminoacidos xac01230 2 110 0.85043178
Metabolismo das purinas xac00230 1 65 0.85043178
Interconversdes glucuronato e Pentoses xac00040 2 21 0.090323148
Ciclo do acido citrico xac00020 2 24 0.090323148
Metabolismo amido e da sacarose xac00500 2 48 0.20571656
Metabolismo de acidos dibasico de 5C xac00660 1 8 0.20757341
72 hai Metabolismo propanoato xac00640 1 17 0.27709898
Metabolismo de carbono xac01200 2 95 0.27709898
Glioxilato e metabolismo dicarboxilato xac00630 1 31 0.29722141
Metabolismo do piruvato xac00620 1 33 0.29722141
Metabolismo da cisteina e metionina xac00270 1 34 0.29722141
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O principal fator de viruléncia expresso pela Xac durante os tempos de 48 e 72
hai nas diferentes variedades de citros, foi 0 T3SS, e tanto genes estruturais quanto
efetores foram identificados (Ver Tabela S1). A expressao de genes relacionada com
resposta ao estresse oxidativo na Xac, sugere um alto contetado de H,O, no apoplasto
das células hospedeiras, originado provavelmente pelo sistema gerador de ROS
(Reactive Oxygen Species) das plantas para se defenderem do ataque bacteriano. O
gene oxyR, um dos principais genes gque esta envolvido no metabolismo e protecao
contra peroxidos foi identificado neste estudo. Este gene codifica para uma proteina
reguladora sensivel ao H,O, que esta envolvida na regulacédo de genes de resposta ao
estrese oxidativo como katG, ahpC e ahpF, todos estes, também identificados como
genes induzidos neste estudo (Tabela S1) (DUBBS; MONGKOLSUK, 2012).

Outro aspecto interessante, foi a repressdo de genes envolvidos em processos
de transferéncia horizontal de genes (elementos genéticos mdveis e conjugacao) e
recombinacdo do DNA (figura 2B). Isso pode sugerir que o apoplasto de citros néo é
apropriado para a geracdo de diversidade genética em Xac, e sim, um ambiente com
pressdo seletiva. Neste aspecto, os ambientes nutricionalmente ricos favoreceriam o
processo de heterogeneidade bacterina.

Todos estes dados sugerem um complexo processo adaptativo da Xac ao
ambiente intracelular das células hospedeiras, caracterizado principalmente pelas
diversas fontes de carbono, baixa disponibilidade de fons (especialmente P, Fe*®) e a
forte resposta da planta através de processos de defesa que envolve espécies reativas

de oxigénio.

3.3. Aspetos nutricionais e fisioldgicos relacionados com a viruléncia e
patogénese de Xac sao identificados a partir dos GDE in vivo e in
vitro

Ainda tem sido pouco explorado os fatores nutricionais e fisiolégicos que
determinam a expressdo de genes de viruléncia e patogenicidade em Xac durante a

doenca. Neste sentido, os grupos de GDE identificados na Xac em condi¢oes
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infectantes (in vivo) foram comparados com os transcriptomas de Xac inoculada em
meios minimos de composi¢cdo conhecida. Os meios utilizados foram o XVM2 e XAM1,
0S quais induzem a expressao de genes de viruléncia e patogenicidade em Xac, mas
apresentam componentes nutricionais diferentes (ver composicdo em materiais e
meétodos). O transcriptoma de Xac inoculada em meio XAML1 foi realizado como descrito
em materiais e métodos. No caso de Xac inoculada em meio XVM2 os dados do
transcriptoma foram obtidos na base de dados de Gene Expression Omnibus do NCBI
(nimero de acesso GSE41519) (JALAN et al., 2013).

Os principais grupos de genes induzidos e reprimidos identificados na Xac em
condi¢cBes infectantes (ver figura 2), também foi determinada nas condi¢des in vitro.
Pode-se observar que o perfil de expresséo deste grupo de genes na Xac, apresentou
pouca variagdo nas condi¢des in vivo, tanto entre variedades quanto nos tempos de
avaliacdo (48 ou 72 hai) (Figura 3). Devido a semelhanca no perfil trancripcional
apresentado pelas plantas para estes grupos de GDE, foi realizada uma validacéo por
gRT-PCR utilizando s6 as variedades lima acida ‘Galego’ (Altamente suscetivel) e
laranja doce ‘Péra Rio’ (Moderadamente resistente) para os dois tempos utilizados
(Figura 1S). Entretanto, o perfil transcripcional da Xac cultivada nos meios XAM1 e
XVM2 para este mesmo grupo de genes foi diferente, tanto entre estes meios, quanto

ao apresentado nas plantas (Figura 3).
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Figura 3. Comparacao dos principais grupos de GDE identificados em Xac em condigfes in
vivo com relagdo a sua expressdo in vitro. No heatmap cada linha horizontal
representa um Unico gene e a cor indica o nivel de expressao relativa de cada
condicdo avaliada (colunas). Altos niveis de expressdo sdo representados em
vermelho e baixos niveis de expressao sdo representados em azul. A escala de
cor dos niveis de expressao genética esta representada como o log2 Foldchange.
Os grupos de GDE identificados em Xac estdo representados em barras de
diferentes cores. As variedades de citros estdo organizadas da mais suscetivel
(esquerda) a mais resistente (direita) em cada um dos tempos analisados.
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E interessante observar, que a maioria dos genes relacionados com T3SS,
proteinas extracelulares (T2SS) e transportadores de fésforo, foram reprimidos na Xac
cultivada no meio XAM1, perfis estes que contrastam com os apresentados no meio
XVM2 e nas condigfes in vivo, onde foram induzidos (figura 4A). Baseados neste perfil
transcricional, estes dados sugerem uma possivel participacdo do fosforo inorganico
(Pi) nainducéo e /ou represséo dos genes do T3SS e nas enzimas extracelulares de
Xac.

De forma similar, genes relacionados com 0s processos metabdlicos, traducao e
transporte de ferro foram reprimidos na Xac cultivada no meio XVM2, e induzidos no
meio XAM1 e plantas (figura 4B). Estes resultados sugerem a presenca de fontes de
carbono e ferro no meio XVM2, diferentes das encontradas no meio XAM1 e nas
plantas. Assim, estes dados mostram que estas fontes de nutrientes (carbono e ferro)
poderiam estar influenciando a expressédo de genes do metabolismo e processos de
traducdo na Xac, mas provavelmente nado sua viruléncia e patogenicidade. Por outro
lado, o grupo de genes relacionados com elementos genéticos méveis e fosforilacado
oxidativa (genes reprimidos) ndo apresentaram perfis de expressao contrastantes em
nenhuma das condi¢des avaliadas (Figura 3).

Finalmente, os genes relacionados com resposta ao estresse oxidativo na Xac
nao apresentaram um perfil de expressdo contrastante entre as condi¢des in vivo e in
vitro que foram avaliadas. No entanto, foi possivel observar um aumento na expressao
destes genes no periodo de 48 hai, proporcional a tolerancia das espécies de citros
avaliadas (figura 5). Estes dados sugerem provavelmente uma resposta de defesa
mediada por ROS muito mais ativa em plantas tolerantes que em plantas mais

suscetiveis ao cancro.



A

XAM1 XVM2 LG48

XAM1 XVM2 LG48

AvrXacE15

HrpF protein
HpaB protein
HrpE protein

PstB phosphate ABC transporter ATP-binding
PhoX phosphate binding protein
PhoX alkaline phosphatase

HrpD6 protein XAM1 XVM2 LG48

HrpD5 protein
HpaA protein
HreS protein
HrcR protein
HreQ protein
HpaP protein
HrcV protein
HreU protein
HrpB1 protein
HrpB2 protein
HreJ protein
HreC protein
Hpat

Hpa2

XopX

HrpX protein
HrpW

AvrXacE2 avirulence protein

EngXCA cellulase
Endopolygalacturonase
Extracellular serine protease
Extracellular serine protease
Cysteine protease
Truncated cellulase §

ET3SS
N M Transporte de f6sforo
M Enzimas extracelulares

XAM1 XVM2 LG43

XAM1 XVM2 LG48

AccB

Endopolygalacturonase

Sulfotransferase

Malate dehydrogenase

PpsA phosphoenolpyruvate synthase

SdhB succinate dehydrogenase iron-sulfurprotein
Pseudouridine synthase

GuaB inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
PglA polygalacturonase

CbbZ phospheglycolate phosphatase

MItB tfransglycosylase

SucD  succinyl-CoA synthetase alpha subunit
SucC  succinyl-CoA synthetase beta subunit

Pgk phosphoglycerate kinase

GapA glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
MaeB NADP-dependent malic enzyme

X¥anB phosphomannose isomerase

IpdA dihydrolipoamide dehydrogenase

PhdB dihydrolipoamide acetyltranferase

UahA ureaamidolyase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Polyvinylalcohol dehydrogenase

MIt, lytic murein transglycosylase

ExbB biopolymer transport ExbB protein
ExbD1 biopolymer transportExbD1 protein
ExbD2 biopolymer transportExbD2 protein
CirA

CirA colicin | receptor

Receptor TonB (sideroforo)

XAM1 XVM2 LG48

Rpsl 305 ribosomal protein 89
RplY 505 ribosomal protein L25
RpsL 305 ribosomal protein 512
RpsG 308 ribosomal protein §7
TufA elongation factor Tu

RpIC 508 ribosomal protein L3
RplD 508 ribosomal protein L4
RplW 5085 ribosomal protein L23
RplB 508 ribosomal protein L2
RpsS 305 ribosomal protein 519
RplV 505 ribosomal protein L22
305 ribosomal protein 83

RpeH 30§ ribosomal protein 58
RpIF 505 ribosomal protein L6
RpIR 50§ ribosomal protein L18
RpsE 30§ ribosomal protein 55
RplO 505 ribosomal protein L15
RpmF 505 ribosomal protein L32
RpmA 505 ribosomal protein L27
RpsT 305 ribosomal protein 520
RpeP 308 ribosomal protein 516
RpsF 305 ribosomal protein 56
505 ribosomal protein L9

Log, FC
I1U
s Processos Metabdlicos
M Transoorte de ferro
0 ~
Tradugao
-5

65



66

Figura 4. Grupos de GDE identificados in vivo com padrbes de expressao similares aos
presentes in vitro. (A) Perfil de expressdo de GDE em Xac cultivada em meio XVM2,
com padrao similar ao observado in vivo. Os grupos de genes correspondem ao
T3SS, transporte de fosforo e enzimas extracelulares. (B) Perfil de expressédo de
GDE em Xac cultivada em meio XAM1, com padrao similar ao observado in vivo. Os
grupos de genes correspondem a processos metabolicos, transporte de ferro e
traducdo. No heatmapcada linha horizontal representa um unico gene e a cor indica
o nivel de expressao relativa de cada condi¢do avaliada (colunas). Altos niveis de
expressao sao representados em vermelho e baixos niveis de expressdo séo
representados em azul. A escala de cor dos niveis de expressdo genética esta
representada como o log2 Foldchange. Neste gréfico, a condi¢cdo in vivo s6 é
representada pelos GDE de Xac inoculada na variedade lima acida galego (LG) no
periodo de 48 horas apos inoculacdo. Cabe dizer que, qualquer uma das condicdes
in vivo apresenta um perfil de expressdo semelhante para realizar esta comparacao.

- -
Resposta ao estresse oxidativo
. . . -
in vitro n vivo
Log, FC
XAM1 XVM2 LG48 H48 PR48 P48 K 48 l|0
Ohr organic hydroperoxide resistance protein
OxyR oxidative stress transcriptional regulator 5
AhpF  alkyl hydroperoxide reductase subunitF
AhpC alkyl hydroperoxide reductaze subunit C 0
KatE catalase
KatG catalase 5
General stress protein
S0dM superdxido dismutase 10
CatB catalaze precursor

Figura 5. Perfil de expressdo dos genes de resposta ao estresse oxidativo na Xac em
condicdes in vitro e in vivo. As variedades de citros (in vivo) estdo organizadas da
mais suscetivel (esquerda) a mais resistente (direita). O tempo de andlises deste
grupo de genes corresponde ao periodo de 48 horas apés a inoculacao para as
amostras in vivo. No heatmap cada linha horizontal representa um Unico gene e a
cor indica o nivel de expresséo relativa de cada condigdo avaliada (colunas). Altos
niveis de expressao sao representados em vermelho e baixos niveis de expresséo
sao representados em azul. A escala de cor dos niveis de expressao genética esta
representada como o log2 Foldchange. As abreviaturas correspondem a LG= lima
acida Galego, H = Hamlin, PR= Pera Rio, P = Ponkan e K = Kunquat. O triangulo
verde representa o aumento da expressao dos genes de resposta ao estresse
oxidativo em fungéo da toleréncia ao cancro das variedades utilizadas.
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3.4 O fosforo inorganico e fontes de nitrogénio organicas reprimem a
expressédo de genes do T3SS in vitro

Comparacdes do transcriptoma de Xac realizada em condi¢des in vivo e in vitro
sugeriram que fontes de carbono, ferro e fésforo, poderia estar afetando a expresséo de
genes associados a viruléncia e patogenicidade desta bactéria (Figura 3 e 4). Por essa
razao, foi avaliado o efeito destes nutrientes (C, Fe e P) na expresséo do T3SS na Xac
por analises de qRT-PCR. O T3SS foi selecionado por ser o principal fator de viruléncia
e patogenicidade identificado neste estudo. Para isso, foi avaliada a expressdo dos
genes hrpX, hpal e hrpD6 do T3SS na Xac cultivada nos meios XVYM2 e XAM1(Figura
6A). Observou-se que a expressao destes genes na Xac € menor no meio XAM1, como
foi determinado previamente a partir dos dados do transcriptoma (figura 3 e 4A). Estes
resultados sugerem que as altas concentracdes de Pi presentes no meio XAM1
provavelmente estejam afetando a expressdo dos genes do T3SS e os genes do
transporte de Pi. Esta hipGtese surgiu porque as principais diferencas entre o meio
XAML1 e 0 XVM2 séo as concentracdes de Pi qgue os meios apresentam, sendo eles, 93
mM e 0,48 mM , respectivamente. Para testar esta hipétese, a concentracdo de Pi do
meio XVM2 foi ajustada a 93 mM (equivalente a do meio XAM1) e posteriormente
avaliada a expressédo de genes do T3SS de Xac neste meio. Um efeito de represséo
dos genes do T3SS de Xac foi observado, confirmando a regulagéo destes genes pela
presenca de altas concentra¢des de fésforo inorganico (Figura 6B).

Da mesma forma foi avaliado o efeito do ferro (presente em XVM2, ausente em
XAM1) na expresséo dos genes do T3SS na Xac. Para isso, a bactéria foi cultivada no
meio XVM2 em presenca (0,01 mM de FeSO4) ou auséncia de ferro (sem ferro). Os
resultados obtidos neste teste ndo apresentaram diferengas significativas (p< 0.01)
sobre o efeito do ferro na expresséo dos genes do T3SS na Xac (figura 6C).

Também foram avaliados o citrato e a albumina como fontes de carbono para
testar seus efeitos na expressdo do T3SS da bactéria. Estas fontes de carbono estéo

presentes no meio XAM1, mas ausentes no meio XVM2, por isso, este ultimo foi
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suplementado com citrato e albumina nas concentracbes de 1,6 mM e 1g/L,
respectivamente. Comprovou-se que a albumina teve um efeito significativo de
repressao sobre os genes do T3SS da Xac, mas o citrato ndo resultou em diferencas
significativas na expressao dos mesmos (Figura 6D e 6E). Estes dados sugerem que
diferentes fontes de carbono podem afetar diferencialmente a expressao de genes do
T3SS na Xac, em particular, as fontes de nitrogénio organico (como por exemplo, a
albumina).

Na tentativa de reverter o efeito que o Pi e a albumina causa sobre a expresséo
dos genes do T3SS de Xac quando cultivada no meio XAM1, estes compostos foram
ajustados ou retirados. Assim, a concentragdo de Pi do meio XAM1 foi ajustada para
0,48 mM (a mesma presente no meio XVM2) e a albumina foi removida de sua
composicdo. Foi possivel observar que a diminuicdo da concentracdo do Pi e a
auséncia da albumina no meio XAML1 alterou a expressédo dos genes do T3SS na Xac,
aumentando de 20 a 30 vezes seu nivel de expressao (Figura 6F). Estes dados
sugerem que fontes de foésforo e nitrogénio (organico) podem estar envolvidas na
ativacdo e expressdo do T3SS na Xac, servindo como possiveis sinais ambientais

captadas pela bactéria para dar inicio ao processo infeccioso.
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Figura 6. Efeito do fésforo, ferro e fonte de carbono sobre a expressdo do T3SS em Xac em
condi¢cbes in vitro. (A) comparacdo da expressdo de genes do T3SS de Xac
cultivada em meio XVM2 e XAM1. (B) Efeito do fosforo sobre a expressao de
genes do T3SS em Xac no meio de cultura XVYM2 suplementado com 93 mM de
Pi. O meio XVM2 normal tem uma concentracdo de fosforo inorganico de 0,48
mM. (C) Efeito do ferro, (D) da albumina, (E) do acido citrico sobre a expressao
de genes do T3SS em Xac no meio de cultura XVM2. (F) Efeito das baixas
concentracdes de fosforo e a auséncia de albumina sobre a expressdo de genes
do T3SS em Xac no meio de cultura XAM1. Neste ultimo caso, a albumina foi
retirado do meio XAM1 e a concentracdo de fosforo foi ajustada a 0,48 mM. Os
asteriscos representam uma significancia estatistica de p < 0,01 segundo o teste
de Tukey. Os valores representam o desvio padrdo de trés réplicas biolégicas.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado o transcriptoma global e temporal de Xac infectando
cinco gendtipos de citros com diferentes niveis de suscetibilidade ao cancro. Os dados
aqui apresentados tem identificado de forma mais precisa, o grupo de genes
relacionados com 0s mecanismos de viruléncia, patogenicidade e adaptabilidade
utilizados pela bactéria para infetar hospedeiros citricos. Esta informacdo vai permitir
compreender melhor o ambiente intracelular de plantas citricas (a nivel quimico e
fisico), assim como, revelar novos alvos moleculares associados a fatores de viruléncia
e patogenicidade na Xac para o desenvolvimento de estratégias de controle do cancro
(RASKO; SPERANDIO, 2010).

O grupo de genes diferencialmente expressos (GDE) pela Xac objeto de nosso
estudo foi direcionado para os genes que foram comuns para todas as interacdes
Xac:variedades de citros (Figura 1C). Estes genes foram induzidos (ou reprimidos)
independentemente do grau de susceptibilidade das plantas hospedeiras. Assim, esta
informacdo permite estabelecer os mecanismos essenciais que a Xac utiliza para
sobrepujar as barreiras de defesa em qualquer uma das planta citricas estudas que
desenvolvem o cancro. A identificacdo dos GDE revelaram que Xac  ativa
principalmente no interior de todas as células hospedeiras genes relacionados com o
T3SS (Figura 2A). O T3SS é utilizado pelas bactérias fitopatogénicas do género
Xanthomonas para injetar efetores no citoplasma da célula hospedeira, sendo critico
para a patogenicidade e viruléncia em todas as espécies estudadas (RYAN et al.,
2011). No caso de Xac, muitos estudos baseados em mutagéneses (randdémica e sitio
dirigida) tem demostrado a sua importancia no processo infeccioso de citros (LAIA et
al., 2009; GUO et al., 2011; YAN; WANG, 2012). Neste estudo, foi possivel identificar
em Xac a expressao de hrpX em todas as variedades e tempos analisados, este gene
codifica a proteina HrpX, um dos principais reguladores do T3SS (Ver tabela S1).

Entretanto, o gene hrpG (regulador master do T3SS), que ativa hrpX néo foi
identificado na Xac em nenhuma das interacfes Xac:citros que foram estudas, 0 que

sugere provavelmente uma baixa expressado deste gene. O gene hrpG codifica a
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proteina reguladora de resposta (RR) do sistema de dois componentes (TCS-Two
ComponenT System) e sua atividade esta diretamente relacionada com sua
fosforilacdo por uma histidina quinase. Isto poderia explicar como uma baixa expressao
do gene hrpG n&o implica necessariamente na redugao da transcricdo de hrpX, pois a
forma ativa da proteina HrpG é sua forma fosforilada. Resultados similares na
expressdo dos genes hrpG e hrpX também foram observados recentemente em
estudos transcricionais realizados na bactéria Xanthomonas axonopodis pv. glycines
(Xag), o agente causal da pustula bacteriana da soja (CHATNAPARAT;
PRATHUANGWONG; STEVEN, 2016). No entanto, estes dados sé&o contrastantes aos
determinados na bactéria Xanthomonas euvesicatoria, onde utilizando o gene reporter
ofp (green fluorescent protein) foi observados que a expressédo de hrpX e hrpG sé&o
similares em condicdes infectantes (ZHANG et al., 2009).

Muitos dos genes do T3SS identificados neste estudo estdo relacionados com o
aparato secretor (AST3 ou injectossoma) deste sistema (ver tabela S1). No entanto,
genes efetores secretados pelo T3SS também foram induzidos. Um exemplo
interessante € o gene hpal , que apresentou o nivel de expressao mais alto de todos os
transcritos identificados neste estudo. Este gene codifica para uma proteina altamente
hidrofébica “harpin” que tem como propriedades se unir a membranas celulares de
células vegetais, além de permitir a agregacdo e formacéo de fibras em Xac (SGRO et
al., 2012). Outros dos genes que codificam para proteinas efetoras do T3SS e que
foram identificadas neste estudo sdo a avrXackEl (XAC0286), hpaF (Xac0393), xopX
(XAC0543), hrpW (XAC2922), avrXacE2 (XAC3224) e avrXacE3 (XACb0011).

Os transcritos avrXackEl, avrXacE2 e avrXacE3 séo classificados como genes
que codificam para proteinas que apresentam dominios SUMO-protease (Small
Ubiquitin Like Modifier-protease) presentes também na familia de efetores XopD e C48
protease (WHITE et al., 2009). Uma vez que estes efetores sao translocados pelo T3SS
para no nucleo da célula hospedeira, realizam func¢des relacionadas com sumoilacao de
proteinas, regulacdo transcricional de genes de defesa e alteragdo de processos
celulares de resposta ao estresse (KAY; BONAS, 2009; WHITE et al., 2009). Mutacdes

individuais destes genes (avrXacE1l, avrXacE2 e avrXacE3) ndo apresentaram perda de
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viruléncia em Xac, 0 que sugere provavelmente uma atividade redundante entre eles
(FIGUEIREDO et al.,, 2011). De forma similar os demais genes efetores do T3SS
identificados neste estudo, hpaF, xopX e hrpW n&o causam perda de patogenicidade
para Xac quando séo alterados por mutagéneses (FIGUEIREDO et al., 2011). Embora
as proteinas HpaF, XopX e HrpW terem sido identificadas em estudos de proteémica na
bactéria Xac em condic¢des infectantes (FACINCANI et al., 2014), sua funcéo ainda nao
estad muito clara (WHITE et al., 2009). No caso da proteina HrpW tem sido identificado
um dominio homologo a pectato liase (enzima pectinolitica), que poderia sugerir uma
funcdo relacionada com a degradacao do polissacarideo pectina, presente nas paredes
celulares das células vegetais. Neste aspecto, as enzimas degradadoras de parede
celular, como as celulases, poligalacturonases (PG) e proteases secretadas pelo T2SS
(Type Il Secretion System) sao importantes fatores de viruléncia para os patdgenos de
plantas (LIU et al., 2005).

Neste estudo foram induzidos em todas as condi¢des infectantes 2 celulases
(XAC0612, XAC3507), 3 proteases (XAC2831, XAC2833 e XAC2853) e 2
poligalacturonases (XAC0661, XAC2374), todas elas relacionadas com enzimas
extracelulares transportadas pelo T2SS. E interessante que muitas destas enzimas
secretadas pelo T2SS sdo reguladas pelas proteinas HrpG e HrpX (principais
reguladoras do T3SS) o que explica a influéncia destes reguladores na indugcéo de
varios fatores de viruléncia na Xac (GUO et al., 2011). O papel de algumas destas
enzimas extracelulares no processo infeccioso ainda permanece desconhecido em
Xac, mas mutacdes no gene da celulase engXCA (XAC0612) e endopoligalacturonase
phe-1 (XAC0661) ndo resultou em perda de viruléncia da bactéria (YAN; WANG, 2012;
XIA et al.,, 2016). No entanto, mutacdes no gene XOC_1601 (homdlogo a cisteina
protease de Xac) da Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ocasionaram perda da
viruléncia nesta bactéria (XUE et al., 2014). O uso destas enzimas extracelulares pela
Xac, além de permitir degradar pectina (poligalacturonases) , celulose (celulases) e
proteinas (proteases) para a liberacdo de fontes de carbono, também facilita a
translocacdo de efetores ao interior das células hospedeiras durante o processo

infeccioso.
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Nossos resultados sugerem com relacdo as fontes de carbono utilizadas pela
Xac, uma adaptacdo temporal provavelmente dependente de sua disponibilidade no
apoplasto celular (Tabela 4). E possivel que a Xac utilize inicialmente metabdlitos
relacionados com o ciclo do acido citrico (citrato, piruvato, malato e aminoacido) e
posteriormente passe a degradar fontes de carbono mais complexas e menos
disponiveis como a pectina. Sugire-se que a pectina seja uma das fontes de carbono
utilizada pela Xac devido a ativacdo de vias metabdlicas relacionadas com a
interconversado de glucuronato e pentoses as 72 hai (Tabela 4). Esta via se caracteriza
por participar na degradacdo da pectina através de genes que codificam para
poligalacturonases como phe-1 e pglA, os dois, identificados como genes super
expressos pela Xac.

As vias metabdlicas identificadas neste estudo sugerem que o &cido citrico e a
pectina sejam as principais fontes de carbono utilizadas pela Xac no apoplasto. Os
citros caracterizam-se por apresentar altas concentracdes destes compostos o0 que
explicaria a ativacdo destas rotas durante o processo infecioso (ALBERTINI et al., 2006;
YWASSAKI; CANNIATTI-BRAZACA, 2011; HU et al., 2015). A Xac também apresentou
uma super expressao dos genes que codificam para a enzima malica (XAC3470) e
fosfoenolpiruvato sintetase (XAC1006), o que sugere uma ativagcao dos processos de
gliconeogénese nesta bactéria. A via enzima malica- fosfoenolpiruvato sintetase
(MaeB-PpsA), tem sido identificada como a principal via para a producdo de
fosfoenolpiruvato (PEP) no processo de gliconeogénese em Xanthomonas campestris
pv. campestris, sendo requerida também para viruléncia e patogéneses desta bactéria
(TANG et al., 2005). Estudos realizados em Escherichia coli demostraram que
mutacBes em genes envolvidos no ciclo do &cido citrico e a gliconeogénese dificultaram
sua coloniza¢do no trato urinario, entretanto, alteracdes nas vias como a glicélise,
pentose fosfato e Entner-Duodoroff ndo impedem a bactéria colonizar e desenvolver o
processo infeccioso (ALTERI; SMITH; MOBLEY, 2009). Estes dados sugerem que a
Xac estaria utilizando principalmente em condigdes infectantes as vias do acido citrico
e a gliconeogénese como processos para obtencdo de energia e sinteses de glicose,

respectivamente.
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Outro grupo de transcritos associados a fatores nutricionais que foram super
expressos pela Xac em condi¢cfes infectantes , sdo os relacionados ao transporte de
ferro e fosforo (Figura 2A, Tabela S1). Com relacédo ao transporte do ferro os dados
agui apresentados sugerem que a forma predominante deste ion no apoplasto dos

citricos é a forma férrica (Fe®).

Isto, devido principalmente & auséncia de genes
relacionados com o transporte do ion ferroso como feoA e feoB. Estudos recentes
mostraram que isolados da bactéria Xanthomonas oryzae que exibem diferente
especificidade e estilos de vida no hospedeiro (xilema ou parénquima) utilizam
estratégias contrastantes para a captacao de ferro (ferrosa e férrica) de acordo a sua
disponibilidade no tecido infectado. Neste estudo, foram induzidos em Xac genes
relacionados com proteinas receptores de membrana TonB dependentes
(principalmente familia CirA) e as proteinas auxiliares ExbB, ExbD1 e ExbD2 no tempo
de 48 hai (ver tabela S1). Todos estes genes codificam para proteinas relacionadas
com o transporte do ion férrico nas bactérias Gram negativas fitopatogénicas (FRANZA;
EXPERT, 2013). A importancia destas proteinas no transporte de ion férrico e sua
relacdo com a viruléncia ja tem sido reportada na bactéria Xanthomonas camprestris pv.
campestris (PRIEFER; WIGGERICH, 1997; WIGGERICH; PU, 2000).

De acordo com nossos resultados, a Xac também percebe uma baixa
disponibilidade de fosfato inorganico (Pi) durante a infeccdo e responde induzindo
genes envolvidos no transporte deste composto. Resultados similares foram reportados
recentemente em estudos in vivo realizados na bactéria Xanthomonas axonopodis pv.
glycines (Xag) a partr das analises de RNA-seq (CHATNAPARAT;
PRATHUANGWONG; STEVEN, 2016). Nas bactérias, o mecanismo utilizado para
detectar e transportar o Pi extracelular é controlado pelo sistema de dois componentes
(TCS) PhoR/PhoB (LAMARCHE et al., 2008; HSIEH; WANNER, 2010). A funcdo deste
TCS é regular a expressao dos genes que estado relacionados com o transporte de Pi
(regulon Pho) quando as concentracdes deste composto sdo limitadas para a bactéria.
Tem sido descrito que além da regulagéo no transporte do Pi, o regulon Pho também
estd relacionado com a viruléncia em muitas bactérias (JACOBSEN et al.,, 2008;
LAMARCHE et al., 2008; CREPIN et al., 2011; CHEKABAB; HAREL; DOZOIS, 2014).
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Neste aspecto, mutacdes realizadas nos genes relacionados com o transporte do Pi
nas bactérias Xag e Xac tem demostrado perda de viruléncia nestes fitopatégenos, no
entanto, ainda ndo sdo muito bem compreendidas as bases moleculares deste
mecanismo (MOREIRA et al., 2015; CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG; STEVEN,
2016). Mais adiante vai ser descrita uma possivel explicacdo ao mecanismo que
relaciona a viruléncia com o regulon Pho na Xac, entretanto, uma abordagem mais
ampla sera apresentada no capitulo 3 deste trabalho.

Também foi possivel identificar uma grande quantidade de genes induzidos
envolvidos no processo de traducdo na Xac, em particular, os relacionados com a
expressao de proteinas ribossomais (Figura 2A e Tabela S1). Estes dados sugerem que
a Xac provavelmente realiza uma alta taxa de sintese de proteinas em condicbes
infectantes, o que é contraditorio, pois o conteudo nutricional do apoplasto é pobre.
Neste aspecto, ja tem sido reportado que condi¢cfes limitadas de aminoacidos levam a
uma repressao dos genes relacionados com a sintese de proteinas e a indugcdo dos
genes relacionados com a sinteses de aminoacidos (PAUL; BERKMEN; GOURSE,
2005). Assim, pode-se inferir que o apoplasto de citros possivelmente ndo apresente
fortes restricdes a nivel de concentragdes de aminoacidos, ou que o “pool nutricional”
requerido pela Xac é sintetizado a partir de intermediarios metabdlicos obtidos de
outras fontes de carbono disponiveis (Por exemplo, acido citrico). O gene dksA que
codifica para um dos principais reguladores da expresséo de genes relacionados com a
sintese de proteinas foi identificado como induzido neste estudo (Tabela S1). Em
condicbes de estresse nutricional a proteina DksA regula a expressdo do RNA
ribossomal e genes que codificam para proteinas ribossomais (PAUL et al., 2004;
SRIVATSAN; WANG, 2008; LEMKE et al.,, 2011). A importancia do gene dksA na
viruléncia de bactérias j4 tem sido reportada em patégenos de animais como
Escherichia coli e Pseudomonas auriginosa (JUDE et al.,, 2003; PAUL et al., 2004).
Estudos recentes de mutagénese randdmica realizados em Xac demostraram que o
gene dksA é essencial para a viruléncia (YAN; WANG, 2012), no entanto, a relacao da
proteina DksA com a viruléncia em patdgenos de plantas ainda ndo € muito bem

compreendida.



76

Outra caracteristica que o apoplasto de citros parece apresentar, de acordo com
as analises dos perfis transcricionais de Xac € o alto conteldo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Neste sentido, foi observado em Xac infectante a inducdo de varios
genes relacionados com a resposta ao estresse oxidativo, de particular importancia, o
gene regulador oxyR, o qual codifica para uma proteina reguladora sensivel ao
peroxido de hidrogénio (TARTAGLIA; STORZ; AMES, 1989). A proteina OxyR,
codificada pelo gene oxyR, possui dupla fungéo, agindo tanto como sensor de estresse
causado por peroxidos e como ativadora de transcricdo de um regulon de genes
induzidos por H,0O, (DUBBS; MONGKOLSUK, 2012). Alguns dos genes do regulon
OxyR estéo relacionados especificamente com a desintoxicagdo do H,O, produzido
pelas células hospedeiras como katG, ahpC e ahpF (DUBBS; MONGKOLSUK, 2012).
Todos estes transcritos foram identificados neste estudo, além de outros regulados
pelo regulon OxyR (Tabela S1). Tem sido reportado na bactéria Xanthomonas
campestris pv. campestris que os genes katA, katG, katE e ahpC estdo envolvidos na
degradacdo de H,O,, sendo que a proteina KatG tem melhor capacidade para
desintoxicar elevados niveis de H,O, (JITTAWUTTIPOKA et al., 2009). Por outro lado,
tem sido observado em Pseudomonas syringae pv. tomato que as catalases katA, katE
e katG, sdo coletivamente necessarias para a patogénese em plantas de Arabidopsis
thaliana (GUO et al., 2012).

Nossos resultados também sugerem que o nivel de suscetibilidade das
diferentes variedades de citros estd relacionado com a concentracdo de H,0O,
produzido pela planta em resposta ao ataque do patégeno. Isto foi deduzido a partir dos
niveis de expressdo dos genes de resposta ao estresse oxidativo, os quais foram
maiores nas plantas consideradas mais tolerantes (Figura 5). Recentes estudos
realizados em nosso laboratério, demostraram que as plantas de citros mais resistentes
apresentam maiores niveis de peroxido de hidrogénio nas folhas, o que estd em
concordancia, com uma maior expressao de genes envolvidos na eliminacdo de ROS
na Xac (Dados ainda nao publicados). Neste sentido, em estudos recentes utilizando
métodos baseados na quantificacdo de H,O, em variedades de citros que foram

inculadas com a proteina flagelina (flg22) de Xac, objetivou-se selecionar as variedades
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mais tolerantes ao cancro (PITINO; ARMSTRONG; DUAN, 2015). Estes estudos
demostraram que as variedades mais resistentes produziam uma maior quantidade de
H,O, em resposta a exposicdo da flagelina de Xac. Todos estes dados sugerem que a
resisténcia dos citros ao cancro provavelmente esta relacionada com a producao de
ROS, o que pode-se utilizar no futuro para o desenvolvimento de variedades
melhoradas por métodos de transgenia.

Os dados apresentados anteriormente mostraram que a Xac reconhece mdultiplas
condicBes de estresse no apoplato celular (nutricionais e fisico-quimicos), o que leva a
expressdo de mdultiplas vias metabdlicas para se adaptar. No entanto, ainda € pouco
conhecido que tipo de sinais a Xac percebe no apoplasto para expressar seu principal
fator de viruléncia, o T3SS. Estudos comparativos do transcriptoma de Xac em
condi¢des in vivo e in vitro realizados neste estudo mostraram que o Pi poderia estar
afetando a expressao dos genes do T3SS (Figura 4A). Posteriormente, o efeito do Pi
sobre a expressao dos genes do T3SS foi comprovada em condi¢@es in vitro atraves de
analises de gRT-PCR (Figura 6B). Assim, estes dados sugerem que o Pi poderia ser
um dos principais sinais ambientais captados pela Xac para dar inicio ao processo
infeccioso através da expressdo do T3SS. Em concordancia com estes resultados,
estudos realizados com a bactéria Edwardsiella tarda demostraram que o Pi esta
relacionado com a expressdo do T3SS (CHAKRABORTY et al.,, 2011). Da mesma
forma, foi demostrado na bactéria E. coli que mutacdes no gene phoB, o principal
regulador do sistema de transporte de Pi, levaram a alteracdes na expressao de genes
de viruléncia relacionados com o0 T3SS (CHEKABAB et al., 2014). Tém sido demostrado
recentemente, que mutacfes em genes que envolvem o transporte de Pi nas bactérias
Xag (ApstSCAB-phoU) e Xac (ApstB) exibiram perda de viruléncia, no entanto, os
autores nao reportam o possivel mecanismo de viruléncia associado a este fenétipo
(MOREIRA et al., 2015; CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG; STEVEN, 2016). Neste
aspecto, uma possivel explicacdo a perda de viruléncia nestas bactérias poderia estar
relacionada com uma baixa expressédo dos genes do T3SS, em resposta da alteracao

dos genes relacionados com o transporte de Pi. Um estudo mais amplo sobre o efeito
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do Pi e seu mecanismo de ativacdo dos genes do T3SS na Xac, serdo discutidos no
capitulo 3 deste trabalho.

Nossos resultados também mostraram que além do Pi, fontes de nitrogénio
organico podem ser sinais que sao reconhecidos pela Xac para ativar o T3SS (Figura
6D). Estes dado sugerem que mudltiplas vias de sinalizacdo estariam envolvidas na
expressdo dos genes do T3SS em Xac, como ja tem sido reportado na bactéria
Ralstonia solanacearum (YOSHIMOCHI et al., 2009). Estudos realizados na bactéria
Xanthomonas campestris pv. versicatoria, mostraram que genes do cluster hrp séo
induzidos principalmente em meios de cultura que possuam sacarose e aminoacidos
com enxofre (SCHULTE; BONAS, 1992). Neste aspecto, é interessante observar que
algumas das vias bioquimicas identificadas nos tempos 48 e 72 hai, estdo relacionadas
com o metabolismo de aminoacidos como enxofre (cisteina e metionina), o que sugere
que este tipo de composto estaria presente no apoplasto de citros e poderiam estar
relacionado com a expressao do T3SS em Xac (Tabela 4). Avaliou-se também o efeito
de compostos como o ferro e o acido citrico na expresséo dos genes do T3SS na Xac,
porém diferencas significativas ndo foram observadas (Figura 6C e 6E). Assim, estes
dados sugerem que a Xac reconhece sinais nutricionais especificas do ambiente, como
as concentragdes do Pi e o N, antes de ativar seu T3SS. A figura 7 apresenta um
resumo das principais vias que foram induzidas pela Xac em condicfes infectantes, e
gue foram abordadas no decorrer desta discusséao.

Muitos dos genes reprimidos identificados neste estudo estdo relacionados com
processo que envolvem transferéncia horizontal de genes (elementos genéticos méveis
e conjugacao) e recombinacdo do DNA (figura 2B). Neste sentido, € sabido que as
bactérias sdo hapléides e se reproduzem por divisdo clonal, assim, sua principal fonte
de variacdo genética € a transferéncia horizontal de genes e elementos genéticos
(plasmideos, profagos, transposons e integrons) (LEVIN; BERGSTROM, 2000). De
acordo com esses resultados dos perfis génicos da Xac infectando as variedades de
citros, sugerimos que o ambiente nutricional presente no apoplasto dos citros, nédo é
favoravel para gerar processos de variabilidade genética na bacteria, enquanto que ,

ambientes nutricionalmente mais ricos poderiam ser propicios para gerar
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heterogeneidade, no entanto, estudos posteriores sdo necessérios para demostrar
estas hipoteses.

A informacéo apresentada neste estudo permitiu uma melhor compreensao das
caracteristicas fisicoquimicas do apoplasto de citros, e como elas séo percebidas pela

Xac para ativar os diferentes mecanismos de viruléncia que levam ao desenvolvimento
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Figura 7. Principais vias bioguimicas induzidas no transcriptoma de Xanthomonas citri subsp.
citri em condi¢fes infectantes. As baixas concentracdes de Pi e nitrogénio organico
presentes no apoplasto dos citros provavelmente induzem a expressdo do T3SS e
enzimas extracelulares, as quais sdo secretadas ao meio exterior pelo T2SS. As
enzimas extracelulares degradam celulase, proteinas e pectina (Pehl).Outros
elementos presentes em baixas concentracdes no apoplasto como o ion férrico séo
transportados por receptores de membrana dependentes de TonB e proteinas
auxiliares deste sistema. Fontes de carbono simples como acidos organicos e
aminoacidos sdo metabolizados através do ciclo do &cido citrico e metadlitos
intermediarios como o piruvato sdo utilizados para os processos de sinteses de
glicose (gliconeogéneses). A alta atividade relacionada com a sinteses de proteina
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provavelmente é regulada pelo fator transcricional DksA. Por outro lado, a planta se
defende do ataque produzindo espécies reativas do oxigénio (ROS) e a bactéria tenta
anular a acdo desses produtos através da producdo de catalases e peroxidases que
sdo reguladas pelo regulador OxyR. As caixas representam genes € 0S ovais
representam proteinas. As setas em duas direcbes representam processos de
fosforilacdo ou desfosforilacdo e o ponto vermelho sobre as proteinas representa o
grupo fosfato (regulador ativo). HK= Histidin quinase desconhecida, FimA=Adesina,
MaeB= Enzima malica, Pehl= Poligalacturonases Mit e MItB = Enzimas mureina
tranglicosilase atuando no peptidoglicano da bactéria.

5. CONCLUSOES

O transcritoma global e temporal de Xac em condi¢cfes infectantes sugerem um
complexo processo adaptativo da bactéria ao ambiente presente no apoplasto. Este
ambiente intracelular é caracterizado principalmente pelas diversas fontes de carbono,
baixa disponibilidade de fons (especialmente P e Fe*) e a forte resposta da planta
através de processos de defesa que envolve espécies reativas de oxigénio. E provavel
que as baixas concentracfes de Pi e nitrogénio organico que a Xac percebe no
apoplasto sejam interpretadas como sinais para a ativacdo do T3SS e enzimas
extracelulares degradadoras de parede. E interessante também inferir que possiveis
mecanismos de variabilidade genética em Xac estariam sendo favorecidos
provavelmente em meios nutricionalmente ricos, o que € um aspecto importante do

ponto de vista evolutivo desta bactéria.
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6. INFORMACAO COMPLEMENTAR

Tabela S1. Genes Induzidos que foram expressos em comum pela Xac para todas as
variedades de citros estudadas nos tempos de 48 e 72 hai (Fold-change de >2 e FDS <
0,001).

Clasificacéao

Funcional GenelD  Descricao 48 hai * 72 hai *
XAC0286 AvrXacE1l X X
Xac0393 HpaF protein X X
XAC0394 HrpF protein X X
XAC0396 HpaB protein X X
XAC0397 HrpE protein X X
XAC0398 HrpD6 protein X X
XAC0399 HrpD5 protein X X
XAC0400 HpaA protein X X
XAC0401 HrcS protein X
XAC0402 HrcR protein X
XAC0403 HrcQ protein X
XAC0404 HpaP protein X

T3SS XAC0405 HrcV protein X
XAC0406 HrcU protein X
XAC0407 HrpB1 protein X X
XAC0408 HrpB2 protein X X
XAC0409 HrcJ protein X X
XAC0415 HrcC protein X X
XAC0416 Hpal X X
XAC0417 Hpa2 X X
XAC0543 XopX X X
XAC1266 HrpX protein X X
XAC2922 Hrpw X X
XAC3224 AvrXacE2 avirulence protein X X
XACb0011 AvrXacE3, avirulence protein X X

Biotin carboxyl carrier protein of acetyl-CoA
XAC0532 carboxylase X
XAC0661 Endopolygalacturonase X X
XAC0802 Sulfotransferase X
XAC1006 Malate dehydrogenase X
XAC2041 PpsA phosphoenolpyruvate synthase X



XAC2078 SdhB succinate dehydrogenase iron-sulfur protein

XAC2112 Pseudouridine synthase (EC 5.4.99.-)
XAC2288 GuaB inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
XAC2374 PglA polygalacturonase
XAC2376 Cbbz phosphoglycolate phosphatase
XAC3225 MItB transglycosylase

Processos Metabdlicos XAC3235 SucD succinyl-CoA synthetase alpha subunit
XAC3236 SucC succinyl-CoA synthetase beta subunit
XAC3347 Pgk phosphoglycerate kinase

XAC3352 GapA glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

XAC3470 MaeB NADP-dependent malic enzyme
XAC3580 XanB phosphomannose isomerase
XAC3659 IpdA dihydrolipoamide dehydrogenase
XAC3661 PhdB dihydrolipoamide acetyltranferase
XAC4326 UahA urea amidolyase

XACA4174 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
XAC4199 Polyvinylalcohol dehydrogenase

XACb0007 Milt, lytic murein transglycosylase

XAC0009 ExbB biopolymer transport ExbB protein X
XACO0010 ExbD1 biopolymer transport ExbD1 protein X
Transporte de ferro XAC0011 ExbD2 biopolymer transport ExbD2 protein X
XACO0074 CirA X
XAC0999 CirA caolicin | receptor X
XAC2829 Receptor TonB (sideroforo) X
XAC1574 PstB phosphate ABC transporter ATP-binding protein
Transporte de fésforo XAC1578 PhoX phosphate binding protein
XAC1792 PhoX alkaline phosphatase
XAC0282 Ohr organic hydroperoxide resistance protein X
XAC0905 OxyR oxidative stress transcriptional regulator X
XAC0906 AhpF alkyl hydroperoxide reductase subunit F X X
XAC0907 AhpC alkyl hydroperoxide reductase subunit C X X
Resposta estresse
oxidativo XAC1211 KatE catalase X
XAC1301 KatG catalase X
X

XAC2369 General stress protein

X X X X X

x

X X X X X X X X X X
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XAC2386 SodM superoxidase dismutase
XAC4029 CatB catalase precursor X
XAC0612 EngXCA cellulase X
XAC0661 Endopolygalacturonase X

Enzimas extracelulares XAC2831 Extracellular serine protease X X
XAC2833 Extracellular serine protease X
XAC2853 Cysteine protease X X
XAC3507 Truncated cellulase S X
XAC0488 Rpsl 30S ribosomal protein S9 X X
XAC0951 RplY 50S ribosomal protein L25 X
XAC0967 RpsL 30S ribosomal protein S12 X
XAC0968 RpsG 30S ribosomal protein S7 X
XAC0970 TufA elongation factor Tu
XAC0972 RpIC 50S ribosomal protein L3 X
XAC0973 RpID 50S ribosomal protein L4 X
XAC0974 RplW 50S ribosomal protein L23 X
XAC0975 RpIB 50S ribosomal protein L2 X X
XAC0976 RpsS 30S ribosomal protein S19 X

Tradugao XAC0977 RplV 50S ribosomal protein L22 X
XAC0978 30S ribosomal protein S3 X X
XAC0986 RpsH 30S ribosomal protein S8 X
XAC0987 RplF 50S ribosomal protein L6 X
XAC0988 RpIR 50S ribosomal protein L18 X
XAC0989 RpsE 30S ribosomal protein S5 X X
XAC0991 RplO 50S ribosomal protein L15 X
XAC1122 RpmF 50S ribosomal protein L32 X
XAC1249 RpmA 50S ribosomal protein L27
XAC1251 RpsT 30S ribosomal protein S20 X
XAC1292 RpsP 30S ribosomal protein S16 X
XAC1620 RpsF 30S ribosomal protein S6 X
XAC1622 50S ribosomal protein L9 X X
XAC0249 Dcp peptidyl-dipeptidase X

Proteolises XAC0552 Proteinase X X
XAC0628 Prolyl oligopeptidase X
XAC2537 Peptidase X X
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XAC1455 Transcriptional regulator marR family X
Reguladores
transcricionais XAC2358 DnaK supresor
XAC2037 Manganese transport regulator MntR X X
Proteinas de membrana XAC3664 OmpW outer membrane protein X
XAC1347 Outer membrane protein X
Elementos movies XAC2372 IS1479 transposase X
Adheséo XAC3241 FimA  fimbrillin X
Fosforilag&o oxidativa XAC1258 CyoA cytochrome O ubiquinol oxidase subunit Il X
XAC1259 CyoB cytochrome O ubiquinol oxidase subunit | X
Sinalizag&o XAC1171 Serine/threonine kinase X
N&o clasificada XAC0435 VirK X X
XAC0100 Conserved hypothetical protein X X
XAC0277 Conserved hypothetical protein X
XAC0285 Conserved hypothetical protein X
XAC0340 Conserved hypothetical protein X
XAC0501 Conserved hypothetical protein X X
XAC0682 Conserved hypothetical protein X X
XAC0754 Hypothetical protein X X
XAC1172 Uncharacterized protein X X
XAC1208 Conserved hypothetical protein X
XAC1262 Conserved hypothetical protein X
XAC1364 Conserved hypothetical protein X
XAC2009 Uncharacterized protein X
XAC2370 Conserved hypothetical protein X



Proteinas hipotéticas

XAC2653
XAC2786
XAC2832
XAC3058
XAC3085
XAC3230
XAC3314
XAC3615
XAC3657
XAC3691
XAC3754
XAC3856
XAC3970
XAC3971
XAC4007
XAC4333
XAC4213
XACb0006

Proteina hipotetica

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

X X X X X X X X

X X X X X X X X X
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*O “X” indica que o gene foi identificado no tempo estabelecido de acordo com os critérios de
selecdo utilizados neste estudo. No caso de genes induzidos os critérios utilizados para a
selecdo destes genes foram o Fold-change de >2 e um valor de FDS (False Discovery Rate) <

0,001.
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Tabela S2. Genes reprimidos que foram expressos em comum pela Xac para todas
as variedades de citros estudadas nos tempos de 48 e 72 horas apds a inoculacao
(Fold-change de < 0,5 e FDS < 0,001).

Clasificagdo Funcuinal  GenelD Descricao 48 hai * 72 hai *
XAC0452 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase X

Processos Metab6licos  XACO0900 Pms peptide methionine sulfoxide reductase
XAC2717 TrpB tryptophan synthase beta chain X

Transporte de ferro XAC0144 IroN TonB-dependent receptor
XAC2742 BtuB TonB-dependent receptor X

Respota ao stress XAC2454 Stringent starvation protein A (sspA) X
XAC3893 SSU 23S ribosomal RNA X

Traducéo XAC3896 SSU 16S ribosomal RNA X
XAC4288 SSU 23S ribosomal RNA X
XAC4291 SSU 16S ribosomal RNA X

Proteina de membrana  XAC3354 OmpW outer membrane protein W X
XAC0093 ISxacl transposase X
XAC0148 ISxacl transposase X
XAC0502 ISxacl transposase X

Elementos movies XAC1916 ISxacl transposase X
XAC192 ISxacl transposase X X
XAC4137 ISxacl transposase X
XAC4325 ISxacl transposase X
XAC4328 ISxacl transposase

Conjugacéo XAC1507 MobL plasmid mobilization protein X




Recombinagdo DNA

XAC2418 Rci shufflon-specific recombinase X
XAC2336 CydA cytochrome D ubiquinol oxidase subunit |

Fosforilagdo oxidativa ~ XAC2337 CydB cytochrome D ubiquinol oxidase subunit Il
XAC3736 CioB cyanide insensitive terminal oxidase X
XAC1062 Hypothetical protein
XAC1492 Conserved hypothetical protein
XAC2120 Hypothetical protein
XAC2216 Hypothetical protein

Proteinas hipotéticas XAC2252 Hypothetical protein X
XAC2419 Hypothetical protein
XAC2420 Hypothetical protein X
XAC2483 Conserved hypothetical protein X
XAC3353 Conserved hypothetical protein X
XAC3804 Conserved hypothetical protein X
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*O “X” indica que o gene foi identificado no tempo estabelecido de acordo aos critérios de
selecdo utilizados neste estudo. No caso de genes reprimidos o0s critérios utilizados para a
selecdo destes genes foram o Fold-change de < 0,5 e um valor de FDS (False Discovery Rate)

< 0,001.
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48 horas

12

10 A | Lima acida 'Galego’
] Laranja doce 'Péra Rio'

Log2 Fold change
N

hpal virk katE cydA cydB

72 horas

15

] Lima acida 'Galego’
Laranja doce 'Péra Rio'

Log2 Fold change

-10 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
hpal virk katE cydA cydB

Figura S1. Validacdo do transcriptoma de Xac in vivo por gRT-PCR. Foram selecionados 3
genes induzidos ( hpal, virk e katE) e 2 genes reprimidos (cydA e cydB) no transcriptoma
para fazer a validagdo por qRT-PCR nas variedades lima &cida “galego” e laranja doce pera rio.
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CAPITULO 3 - O sistema de dois componentes PhoR/phoB regula a expresséao
dos genes do sistema de secregdo tipo Il (T3SS) em
Xanthomonas citri subsp. citri

RESUMO - Estudos demostram que um dos principais fatores de viruléncia
utilizados pela Xac para infectar e colonizar seus hospedeiros € o Sistema de Secrec¢ao
Tipo 1l (T3SS). Embora o papel do T3SS na patogénese de Xac esteja bem
estabelecido, o mecanismo pelo qual este é ativado na planta ainda é pouco
compreendido. Neste estudo, utilizando analises de RNA-Seq da Xac in vivo e in vitro,
foi possivel demonstrar que altas concentracdes de fosforo inorganico (Pi) suprimem
significativamente, a expressdo do T3SS na bactéria. Em Xac o mecanismo utilizado
para detectar e transportar o Pi extracelular é controlado pelo sistema de dois
componentes (TCS) PhoR / PhoB , por a sua vez , regula o sistema de alta afinidade
Pst (Phosphate-Specific Transport). Para relacionar o efeito do Pi com a regulacdo do
T3SS, foram caracterizados os mutantes phoR (Histidina-quinase sensora) e pstB
(ATPase), genes do TCS e Pst, respectivamente. Os mutantes apresentaram perda de
viruléncia, reducdo do crescimento bacteriano in vivo, limitada formacdo de biofilme e
agregacao em condi¢@es in vitro. As analises feitas através de qRT-PCR nos mutantes
phoR e pstB demostraram que a perda de viruléncia foi devida principalmente a
alteracdo na expressdo dos genes do T3SS. Andlises efetuadas por meio de
modelagem molecular sugeriram que PhoR pode estar fosforilando o HrpG e
modulando a expressdo de hrpX. Os resultados obtidos, indicam um possivel
mecanismo de regulacdo entre o Sistema de Dois Componentes PhoR-PhoB e os
genes do T3SS via expressao e ativacdo de HrpG. Sendo assim, é proposto que o Pi
pode ser um dos principais sinais ambientais captados pela Xac para dar inicio ao

processo infeccioso.

Palavras-chave: Cancro citrico, Xac, Mutantes PhoR e PstB, RNA-Seq, gRT-PCR,

fésforo inorganico (Pi).
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1. INTRODUCAO

O cancro citrico asiatico ou tipo A é uma doenca causada pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), que afeta todas as variedades de citros de
importancia econdmica (GRAHAM et al., 2004). A doenca é caracterizada por
hiperplasia e hipertrofia de tecidos, lesdes circulares e corticosas em folhas, ramos e
frutos (GOTTWALD; PIERCE; GRAHAM, 2002). Como outras bactérias fitopatogénicas,
a Xac se multiplica inicialmente de forma epifita sobre a superficie das plantas e
posteriormente entra no hospedeiro através dos estdmatos e/ou de ferimentos
chegando ao apoplasto (BRUNINGS; GABRIEL, 2003). Xac inicia o processo de
colonizacéo e multiplicacdo através da expressdo coordenada de diferentes fatores de
viruléncia que sao regulados e controlados principalmente pelos sistemas de dois
componentes (TCS = two-component system) (QIAN; HAN; HE, 2008). Estes sistemas
sdo formados por uma histidina—quinase sensora de sinal (HK) e um regulador de
resposta (RR). Em resposta aos estimulos ambientais, a HK se autofosforila e
posteriormente transfere o grupo fosfato para um RR, que em seguida, permite a
expressdo de genes especificos (LAUB; GOULIAN, 2007; QIAN; HAN; HE, 2008;
PODGORNAIA; LAUB, 2013).Assim, os TCS sdo importantes nos processos de
adaptacao pelos quais a bactéria tem que passar durante o processo infeccioso.

Em Xanthomonas spp o principal fator de viruléncia € o Sistema de Secrec¢éo
Tipo Il (T3SS = Type |l secretion system) (BUTTNER; HE, 2009; BUTTNER; BONAS,
2010). O T3SS permite a translocacdo de proteinas efetoras (eT3SS) ao interior da
célula hospedeira alterando principalmente sua resposta de defesa (BOCH; BONAS,
2010). Em Xanthomonas, o T3SS € codificado pelo cluster hrp (resposta de
hipersensibidade e patogenicidade) que € regulado principalmente pelas proteinas
HrpG e HrpX (WENGELNIK; ACKERVEKEN; BONAS, 1996; NOEL et al.,, 2001,
GURLEBECK; THIEME; BONAS, 2006). Estudos de microarranjos feitos em Xac
demostraram que mutantes de hrpG e hrpX regulam respectivamente, 232 e 181 genes,
relacionados com multiplas atividades celulares como a viruléncia, biossintese de

aminoacidos, fosforilagdo oxidativa, via das pentoses fosfato e transporte de acucar e
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ions (GUO et al., 2011). O gene hrpG codifica uma proteina RR que pertence a familia
OmpR, que uma vez ativada (fosforilada), leva a expressdo de hrpX (WENGELNIK;
ACKERVEKEN; BONAS, 1996; NOEL et al., 2001; GURLEBECK; THIEME; BONAS,
2006). Recentemente foi reportado em Xanthomonas campestris uma HK putativa
denominada HpaS que fosforila a HrpG (LI et al.,, 2014). Alegria et al, (2004)
demonstraram que outras HK estabelecem interacdes proteina-proteina com HrpG,
sugerindo que multiplas vias de sinalizacdo poderiam ativar esta proteina, como ja
observado na bactéria Ralstonia solanacearum (YOSHIMOCHI et al., 2009). Por outro
lado, HrpX € um tipo de ativador transcricional da familia AraC, que regula a expressao
dos seis operons presentes no cluster hrp (hrpA até hrpF), além dos genes efetores do
T3SS (eT3SS) (WENGELNIK; ACKERVEKEN; BONAS, 1996). Muitos dos genes
regulados por HrpX apresentam um PIP-box (TTCGC-N15-TTCGC -plant-inducible
promoter box) em sua regido promotora (FENSELAU; BONAS, 1995). Tem sido
demostrado que os genes do cluster hrp séo induzidos via HrpG e HrpX em meios
minimos e no apoplasto das células hospedeiras, 0 que sugere uma ativacdo destes
genes por limitacdo de nutrientes (SCHULTE; BONAS, 1992; TSUGE et al., 2006).

O fosforo inorganico (Pi) € um nutriente fundamental no desenvolvimento e
crescimento bacteriano. Nas bactérias, o0 mecanismo utilizado para detectar e
transportar o Pi extracelular é controlado pelo TCS PhoR / PhoB (LAMARCHE et al.,
2008; HSIEH; WANNER, 2010). Quando as bactérias se multiplicam em condicbes
limitadas de Pi, a proteina PhoR fosforila a PhoB e ativa a expressdo dos genes do
regulon Pho (LAMARCHE et al., 2008). O sistema de alta afinidade Pst (Phosphate-
Specific Transport) € um dos principais grupos de genes do regulon Pho. Este regulon
é formado por quatro proteinas denominadas PstS, PstC, PstA e PstB; estas proteinas
constituem um tipico sistema de transporte ABC (ATP -binding cassette) (WANNER,
1992; LAMARCHE et al., 2008). Outra proteina do regulon Pho é a PhoU, a qual atua
como uma chaperona mediando a interacdo entre PhoR e PhoB para inibir a ativacao
de PhoB (desfosforilacdo) quando o Pi esta em excesso (WANNER, 1998). Tem sido

descrito que, além da homeostase do fosforo, o regulon Pho esta relacionado com a
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viruléncia em muitas bactérias (JACOBSEN et al.,, 2008; LAMARCHE et al., 2008;
CREPIN et al., 2011; CHEKABAB; HAREL; DOZOIS, 2014). Recentes estudos de RNA-
seq com Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag) demostraram que um dos
principais grupos de genes expressos in vivo por esta bactéria estava relacionado com
o regulon Pho (CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG; STEVEN, 2016). Estes autores
demostraram que além da alta expressao dos genes do regulon Pho, mutagfes feitas
no operon pstSCAB-phoU causaram a perda de viruléncia. Resultados similares foram
obtidos com o mutante pstB de Xac (MOREIRA et al., 2015), embora em nenhum
destes estudos foi estabelecido o possivel mecanismo de viruléncia associada ao
regulon Pho. Neste aspecto, poucos estudos realizados com mutantes do sistema Pst
nas bactérias Edwardsiella tarda e Escherichia coli demostraram que o Pi esta
relacionado com a expressdo e secrecdo de proteinas do T3SS, o que sugere um
possivel estimulo deste composto na inducdo da viruléncia (SRINIVASA RAO et al.,
2004; CHAKRABORTY et al., 2011; CHEKABAB; HAREL; DOZOIS, 2014). No caso de
Xanthomonas (e a maioria das bactérias fitopatdgenas), ainda ndo tem sido descrita a
relacdo entre o Pi e regulacao e expressao dos genes do T3SS.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a participacdo do fésforo
inorganico (Pi) na ativacdo e expressdo do T3SS em Xanthomonas citri subsp. citri e

propor o possivel mecanismo envolvido neste processo.
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2. METODOLOGIA

2.1 Estirpes bacterianas e meios de cultura

Todas as estirpes bacterianas utilizadas neste estudo estéo listadas na tabela
S1. O mutante AphoR de Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), isolado 306, foi gerado
neste estudo como descrito posteriormente, e o mutante AptsB foi gerado e confirmado
segundo estudos prévios (MOREIRA et al., 2015). As estirpes selvagens e mutantes
foram cultivadas em caldo nutriente (Difco™ NB—5 g/L peptone and 3 g/L meat
extract), &gar nutriente (Difco™ NA—b5 g/L peptone and 3 g/L meat extract), XVM2 (20
mM NaCl, 10 mM (NH4),S0O4, 5 mM MgSO,4, 1 mM CacCl2, 0.16 mM KH,PO,, 0.32 mM
KoHPOy4, 0.01 mM FeSO4, 10 mM fructose, 10 mM sucrose, 0.03% Casamino Acids pH
6.7) , XAM1 (7.4 mM (NH,4).SO4, 32 mM KH,PO4, 64 mM, K;HPO,4, 1.6 mM sodium
citrate, 10 mM fructose, 10 mM sucrose, 0.03% Casamino Acids , 1 mg/mL BSA, pH
5.4) e PSY (6 mM K;HPO,; 5 mMKH,PO4; 1,5 mM MgSO4; 3% de sacarose; 1g/L
extrato de levedura ). As estirpes de Xac (selvagem e mutante) foram cultivadas nos
meios de cultura NB, XVYM2 e XAM1 a 28°C, 200 rpm até atingirem DOgpo= 0,4
(aproximadamente 16 horas).Quando necessario foi adicionado fésforo no meio XVM2
nas concentragdes de 4,8mM, 24 mM, 48 mM e 96 mM. As estirpes de Escherichia coli
foram cultivadas em meio Luria-Bertani a 37°C. O antibiético canamicina foi utilizado

numa concentracao de 50 pg/mL.

2.1.2 Inoculacdode Xanthomonas citri subsp. citri em folhas de citros e
exsudacao

Xac foi inoculada pelo método de infiltracdo por pressdo, com o0 uso de uma
seringa hipodérmica sem agulha em folhas jovens de laranja doce Péra Rio e Lima
Acida ‘Galego’ numa concentragéo de 10° UFC/mL (ODggo = 0.3). Trés plantas de cada

variedade foram inoculadas e mantidas em casa de vegetacdo em condi¢bes de
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temperatura (28°C) e fotoperiodo controladas (periodos de luz / escuriddo de 12
horas). As folhas foram coletadas nos tempos de 48 e 72 horas apés a inoculacéo (hai)
e foi realizado um pool de cada tempo a partir das réplicas bioldgicas. A recuperacao
das células bacterianas de Xac do tecido folhar foi feita por exsudacéo. Para isso, as
folhas foram cortadas em pedacos pequenos com bisturi estéreis e imersas em agua
gelada (4°C), seguido de agitacao por 30 minutos. Os restos foliares foram separados
por filtracdo com gaze e as células bacterianas foram recuperadas por centrifugacéo a

10.000 x g por 10 min. O RNA total foi extraido imediatamente, como descrito abaixo.

2.1.3 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total de pellets bacterianos exsudados de folhas de citros e das
bactérias cultivadas nos meios de cultura XAM1, XVM2 e NB foi extraido utilizando o
“kit RNeasy Protect Bacteria Mini” (QIAGEN) conforme as recomendagdes do
fabricante. O RNA total foi quantificado utilizando o fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen)
e o kit Qubit® RNA BR Assay (Invitrogen) e, a auséncia de DNA nas amostras foi
verificada através do kit Qubit® DNA HS Assay (Invitrogen). A integridade do RNA total
nas amostras foi avaliada através do Bioanalyzer 2100 (Agilent) e o kit RNA 6000 Nano
LabChip. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando 1 ug de RNA total e
o kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific)

segundo instrucdes do fabricante.

2.1.4 RNA seq de Xanthomonas citri subsp. citri

As bibliotecas para o sequenciamento dos mRNAs de Xac selvagem em
condicdes in vivo (48 e 72 hai) e in vitro (=0,4 DOggo) foram obtidas com o kit TruSeq
RNA Sample Preparation v2 (lllumina Inc., San Diego, Ca, USA) seguindo as

recomendacfes do fabricante. O mRNA foi fragmentado, seguido da sintese da
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primeira e segunda fita de cDNA, reparo das extremidades e ligacdo dos adaptadores.
Em seguida foi realizada a etapa de clusterizagéo utilizando o Kit TruSeq™ SR Cluster
Kit v3 (lllumina Inc., San Diego, Ca, USA) e o aparelho cBot (lllumina Inc., San Diego,
Ca, USA). Apds o processo de clusterizagdo, os “clusters” presentes na “flow cell”
foram sequenciados na Facility de sequenciamento da FCAV/UNESP utilizando a
plataforma HiScanSQ System lllumina, seguindo as instrugdes do fabricante para
sequenciamento de fragmentos do tipo single end de 50 pb em cada extremidade. No
caso da Xac cultivada em meio de cultura XVM2 (indutor de genes de patogenicidade)
os dados de sequenciamento foram obtidos na base de dados de Gene Expression
Omnibus do NCBI (numero de acesso GSE41519) (JALAN et al., 2013).

2.1.5 Andlise da expresséao de genes

Apos o0 sequenciamento (single-end) de cada amostra (in vivo e in
vitro) as leituras foram submetidas a uma etapa de pré-processamento, onde as
sequéncias remanescentes de moléculas adaptadoras foram removidas, e as bases
das leituras que foram reconhecidas com baixa qualidade foram descartadas. Os
programas Scythe v.0.991 ( https:// github.com/ucdavis-bioinformatics/scythe) e
CutAdapt v.1.4.1 (cutadapt-1.4.1-goolf-1.4.10-Python-2.7.5.eb) foram aplicados na
identificacdo e remocdo de resquicios de moléculas adaptadoras (minimo de 5pbde
correspondéncia com até 1% de erro) e o programa PrinSeq v.0.20.3(SCHMIEDER;
EDWARDS, 2011) foi aplicado na identificacdo e remoc¢éao de bases de baixa qualidade
(< Q25). Por fim, as leituras sem o tamanho minimo de 15pb ou com mais de 80% de
bases n&o reconhecidas (Ns) sao filtradas com o programa PrinSeq. As leituras de alta
qualidade foram mapeadas sobre o genoma de Xac utilizando Bowtie2 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012) por meio da ferramenta EDGE-Pro v.1.3.1(MAGOC; WOOD;
SALZBERG, 2013) sem alteracdo nos parametros originais. O programa
EDGE-Pro fornece as contagens normalizadas em RPKM (Reads Per
Kilobase per Million mapped reads) para cada gene. Os calculos de variacao
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da expressao génica nas diferentes condigbes experimentais foram realizados com o
pacote R DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

2.1.6 qRT-PCR

A validagdo de RNA-seq e a expressao relativa dos genes nas diferentes
condi¢des (in vivo e in vitro) foram realizadas por real-time quantitative PCR (qRT-
PCR) usando o kit Master Mix SYBR green (Applied Biosystems) e seguindo as
especificacoes do fabricante. As reacOes foram feitas no aparelho 7500 Software
V.2.0.6. (Applied Biosystems) e os dados obtidos foram analisados pelo método do 2
AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foram analisadas trés réplicas biolégicas para as
condicdes in vitro e um pool ( trés replicas bioldgicas) para condicdo in vivo. Os genes
atpD, gyrB e rpoB foram utilizados como endégenos (JACOB et al., 2014). Todos os
primers usados estéo listados na tabela S2.

2.1.7 Geragao do mutante AphoR

Para a obtengédo do mutante AphoR foi utilizada a estratégia de mutagénese sitio
dirigida por PCR (LEE et al., 2004). Para isso, o cosmideo IGF07 da biblioteca de Xac
306 (DA SILVA et al., 2002) do Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica
(CREBIO-Brasil) foi utilizado como molde. A primeira etapa para a constru¢cdo do
mutante envolveu duas reacbes de PCR independentes utilizando os pares de
iniciadores denominados A/B e C/D, sendo que os iniciadores B e C possuem uma
cauda complementar entre si (ver tabela S2). Os produtos AB e CD foram utilizados
como molde em uma segunda reagdo de PCR utilizando os iniciadores A e D, que
resulta em um anico fragmento (AD) que corresponde a fusdo dos fragmentos AB e
CD através da cauda complementar dos iniciadores B e C (Figura S1). Isso resulta na

delecéo total do ORF XAC1041 (Figura S1). Posteriormente, o fragmento AD e o vetor
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suicida pNPTS138 foram digeridos com as mesmas enzimas de restricdo (EcoRl e
BamH1) e ligados. O vetor resultante pNPTS138-AphoR foi inserido através de
transformacdo em bactérias Xac eletrocompetentes para a delegdo do gene phoR por
recombinacdo homoéloga. A confirmagdo do mutante AphoR foi realizada através de

PCR e sequenciamento.

2.1.8 Curva de crescimento in vivo

Suspensdes bacterianas de Xac selvagem e mutante (10° UFC/mL) foram
inoculadas através de infiltracdo por pressdao, com o uso de uma seringa hipodérmica
sem agulha. As inoculagdes foram feitas em quatro pontos por folha. Foram utilizadas
trés plantas de laranja doce Péra Rio (repeticdo biolégica) e inoculadas 20 folhas por
planta. As folhas inoculadas foram coletadas aos 0, 1, 6, 10, 15 e 20 dias apés a
inoculacéo (DAI). Quatro discos foliares com 1 cm? foram recuperados do ponto de
inoculacdo de cada espécie para cada tempo de coleta. Posteriormente, o tecido
vegetal foi macerado em 1 mL de tampéo fosfato estéril (0,1 M, pH 7,0) e diluicbes
seriadas foram feitas. Aliquotas de 50 uL de cada diluicdo foram plaqueadas em meio
NA e as colbnias bacterianas foram contadas depois de 72 horas de incubacéo a 28°C.

2.1.9 Curva de crescimento in vitro

A preparacdo dos indculos foi realizada através do cultivo das bactérias
(selvagem e mutantes) em meio de cultura sélido NA a 29 °C por 48 horas. Apos este
periodo, trés colonias isoladas (replica bioldgica) foram transferidas para 5 mL de
meio de cultura liquido NB e a amostra foi mantida a 29 °C, por 16 horas, a 180 rpm.
Em seguida, as amostras foram ajustadas para uma concentragdo de 10® UFC/mL
(DO600Nnm igual a 0,3) através da adicdo de meio de cultura liqguido NB fresco. ApOs
diluicdo, 500 pL da suspenséao bacteriana foram entdo inoculados em 50 mL de meio

de cultura liguido NB, sendo os frascos mantidos a 29 °C, a 180 rpm, durante os
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tempos de coleta que foram de 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 horas ap0ds a inocula¢do

(hai). Posteriormente, foi medida a DOgyy em cada uma das amostras coletadas.

2.3 Formacao de Biofilme e teste de Autoagregacao

A formacdo de biofilme nas estirpes selvagens (Xac) e mutantes (AphoR e
ApstB) foi determinada usando a metodologia descrita por Zimaro et al. (2014), com
algumas modificacdes. As bactérias foram cultivadas em meio NA e mantidas a 28°C
por 48 horas. Posteriormente, 5 coldnias isoladas (replica biologica) foram transferidas
separadamente para 5 ml de meio de cultura XYM2 e mantidas sob agitacao até atingir
uma DOggo de 0.3 (10 UFC/mL). Apés esse periodo, os inéculos foram diluidos para
uma concentracdo de 10° UFC/mL, e 1 mL destas suspensdes foram transferidas para
tubos de ensaio de borosilicato estéreis de 10 mL e mantidos sem agitacdo por 48
horas a 28°C. O biofilme formado nos tubos foi visualizado por coloragcdo com 0,1% de
cristal violeta por 10 minutos, seguido de duas lavagens com 1 mL de agua estéril. As
células fixadas com o corante foram dissolvidas em 1 mL de etanol a 95% e

quantificadas por espectrofotometria a 590nm (DOsgonm).

Para avaliar a autoagregacdo das bactérias, isolados de Xac (selvagem e
mutantes) foram cultivadas 16 horas a 28° C em de meio de cultura PSY.
Posteriormente, a DO foi ajustada para 2 e as amostras foram transferidas para tubos
de borosilicato estéreis de 20 mL. Para avaliar a autoagregacdo, aliqguotas do
sobrenadante (200 pL) foram recuperadas a cadal2 horas para determinar a
densidade 6tica a 600 nm (DOegoonm), por um periodo de 24 horas. O experimento foi

realizado em triplicata para cada isolado bacteriano.
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2.3.1 Modelagem molecular

As estruturas tridimensionais das proteinas PhoR, PhoB e HrpG foram geradas
no servidor on-line Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/interactive). Na proteina
PhoR, foi modelada a por¢ao citoplasmatica (201-447) e no caso das proteinas PhoB
(3-122 ) e HrpG (8-122 ) a regiao “receptora”. Estas regides sao as que estabelecem
interacOes proteina-proteina durante o processo de fosforilagdo no TCS. As estruturas
tridimensionais do PDB (Protein Data Bank) utilizadas como molde para modelar a
PhoR, PhoB e HrpG foram respectivamente 4JAS, ZIYN.1A e 3FFW1. Estas proteinas
foram selecionadas de acordo com o ranking estabelecido por Swiss-model baseado
na porcentagem de similaridade com as proteinas PhoR (33, 48%), PhoB (56,87%) e
HrpG (21, 05 %).

A qualidade estéreo-quimica dos modelos gerados foi avaliada pelas anélises
dos gréaficos de Ramachadran usando o] servidor RAMPAGE

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). As interacdes proteina-proteina

foram determinadas por sobreposicao tridimensional das proteinas (PhoR, PhoB e
HrpG) com a estrutura cristalina do TCS de Thermotoga maritima Hk853- RR468
(cédigo PDB: 4JAS). Esta estrutura (4JAS) apresenta trés substituicdes (mutacdes)
dentro da HK853 e quatro no RR468, que sdo especificos para as interagdes do TCS
PhoR/PhoB de E. coli (PODGORNAIA; LAUB, 2013). O programa utilizado para a
visualizacdo gréfica de todas as estruturas tridimensionais foi PyMOL (PyMOL

Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrodinger, LLC).


http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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3. RESULTADOS

3.1 Anélise de RNA-Seq revela a relagdo entre a expressdo dos genes  do
T3SS e o regulon Pho em Xac em condig¢des in vivo e in vitro

Em bactérias fitopatogénicas o mecanismo pelo qual o Pi ativa a expressao do
T3SS ainda ndo tem sido muito explorado. Analises globais prévias do transcriptoma de
Xac, sugerem a hipétese de que o Pi pode ter um papel importante na regulacdo e
expressao de genes do T3SS e servir como uma sinal externo indutor de viruléncia
nesta bactéria (Ver capitulo 2). Para testar essa hipétese, um conjunto de 45 genes do
T3SS e 17 do regulon Pho foram avaliados com relacdo a sua expressao a partir dos
dados de RNA-seq de Xac em condic¢des in vitro e in vivo. Para as condi¢des in vivo
foram utilizadas as variedades Lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia) e Laranja doce
‘Pera Rio’ (Citrus sinensis), e no caso das condi¢des in vitro os meios XAM1 (93 mM de
Pi) e XVM2 (0,48 mM de Pi). Uma repressdo dos genes do T3SS e do regulon Pho foi
observada na Xac quando inoculada no meio XAM1, o que contrasta, com a inducéo
apresentada por esses genes no meio XVM2 e nas folhas das plantas citricas (Figura 1).
Estes mesmos resultados foram observados nas validacfes feitas por qRT-PCR (Figura
2S).

Na figura 1, verificou-se que os resultados das andlises transcricionais se
relacionam muito bem com os estudos de protedmica realizados na Xac em condi¢cdes
similares (FACINCANI et al., 2014; MOREIRA et al., 2015). Esses estudos detectaram
um baixo numero de proteinas relacionadas com o T3SS e o regulon Pho na Xac
inoculada no meio de cultura XAM1, quando comparada com as condi¢cdes in vivo
(Figura 1). Esse conjunto de dados sugere que o alto conteudo de Pi presente no meio
XAM1 (93 mM de Pi) tem um efeito negativo na transcricdo dos genes do T3SS e do
regulon Pho na Xac.
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Figura. 1 Padrbes de expressdo diferencial dos genes e proteinas do T3SS e do regulon Pho
em Xac em condi¢des in vivo e in vitro. No mapa de calor cada linha horizontal
representa um Unico gene e a cor indica o nivel de expressao relativa em cada
condicdo avaliada (colunas). Altos niveis de expressdo sdo representados em
vermelho e baixos niveis de expressao sao representados em azul. A escala de cor
dos niveis de expressdo genética esta representada como o log2 Foldchange. Os
genes do T3SS e do regulon Pho estdo agrupados por blocos e representados por cor
azul escuro e amarelo respectivamente. No painel da esquerda estdo indicadas em
cor preta as proteinas do T3SS e do regulon Pho que tém sido detectadas em Xac
através de estudos de proteémica in vivo (Citrus sinensis) e in vitro (meio XAM1 ). As
proteinas do T3SS e do regulon Pho foram obtidas dos trabalhos de Facincani et al. (
2014) e Moreira et al. (2015), respectivamente. LG= Lima acida ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia) , PR= Laranja doce ‘Pera Rio’ (Citrus sinensis), VA= Laranja doce
‘Valencia’ (Citrus sinensis L. OSBECK).
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3.2 Arepresséo do T3SS esta relacionada com as concentracdes de Pi
extracelular

O Pi ndo é o unico componente que diferencia os meios XAM1(93 mM de Pi) e
XVM2 (0,48 mM de Pi) e, por esta razéo, decidiu-se testar o efeito deste composto no
meio XVM2. Este experimento foi realizado para garantir que as diferencas observadas
nas andlises de RNA-Seq sdo devido as concentragcbes de Pi e ndo a outros
componentes. Para isso, foram avaliadas quatro concentragbes diferentes de Pi no
meio XVM2: 4,8 mM, 24 mM, 48 mM e 96 mM para determinar sua relacdo com a
expressdo dos genes T3SS. Como apresentado na Figura 2, o Pi teve um efeito
significativo (p < 0,01) na represséo dos genes do T3SS e do regulon Pho na Xac. Este
mesmo efeito foi observado na Xac cultivada em meio XAM1 e é consistente com 0s
observados a partir das analises de RNA-seq (Figural). E interessante ver como o Pi
afeta a expressdo do gene hrpG, o qual é considerado o regulador méaster do T3SS
(Figura 2). Neste aspecto, foram realizadas anélises de bioinformética com o objetivo de
estabelecer possiveis sitios de ligagdo do regulador PhoB (principal regulador do
regulon Pho) sobre a regido promotora do gene hrpG, entretanto os resultados obtidos
nao foram conclusivos (dados ndo mostrados). Também € possivel observar nestes
resultados como as concentragdes de Pi de 4,8 mM, 24 mM, 48mM e 96 mM possuem
um efeito similar com relacdo a expressdo dos genes do T3SS e do regulon Pho na
Xac, o que sugere uma possivel saturagcao por Pi em concentragdes = 4,8 mM. Estes
resultados mostram de forma geral que concentracfes saturantes de Pi (= =2 4,8 mM )
tém um efeito significativo na repressao dos genes do T3SS e do regulon Pho em Xac ,
além de sugerir que o Pi pode ser um dos possiveis sinais captados pela bactéria para

iniciar o processo infecioso.
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Figura. 2 Efeito da concentracdo do Pi sobre a expressdo de genes do T3SS em Xac. O efeito
da concentracdo do Pi foi determinado em Xac inoculada em meio XVM2
suplementado com Pi nas concentracdes indicadas, e no meio XAM1 (93 mM de Pi).
Os asteriscos representam uma significancia estatistica de p < 0,01 em relagdo ao
controle ( Xac inoculada em meio XVM2) segundo o teste de Tukey. Os valores
representam o desvio padréo de trés réplicas bioldgicas.

3.3 O regulon Pho tem um importante papel na viruléncia de Xac

Para avaliar o efeito do regulon Pho sobre a viruléncia de Xac foram utilizados os
mutantes phoR (HK sensora de Pi) e pstB (ATPase do sistema pst). O AphoR foi obtido
pela estratégia de mutagénese sitio dirigida por PCR (Figura S1) (LEE et al., 2004) e o
ApstB por mutagénese randdémica utilizando o transposon EZ-Tn5 (MOREIRA et al.,
2015). Estes mutantes apresentaram uma significativa redu¢cdo nos sintomas da
doenca, tanto em plantas tolerantes (C. sinensis) quanto em plantas suscetiveis (C.

aurantifolia) (Figura 3A).
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Figura 3. Efeito do regulon Pho na viruléncia de Xac. (A) Teste de patogenicidade. Xac
selvagem e mutantes foram inoculadas em folhas de laranja doce ‘Pera Rio’ (Citrus
sinensis) (tolerante) e Lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia) (suscetivel) numa
concentracéo de 10° UFC/ ml. (B) Curva de crescimento in vivo. No painel acima
mostra-se a curva de crescimento da Xac selvagem e dos mutantes em folhas de
laranja doce Pera Rio’ (Citrus sinensis) (tolerante). No painel inferior mostra-se uma
fotografia representativa dos sintomas presentes em folhas de laranja doce ‘Pera
Rio’ inoculadas com Xac, AphoB e AphoR no dia 20 da curva de crescimento. (C)
curva de crescimento in vitro de Xac selvagem e mutantes em meio NB. Os valores
em B e C representam o desvio padréo de trés réplicas bioldgicas.

A andlise das curvas de crescimento in vivo da Xac selvagem e mutante (AphoR
e ApstB) indicam claramente o efeito dessas mutagdes na viruléncia da bactéria (Figura
3B). Estes resultados também mostram que as mutac¢des nos genes phoR e pstB ndo
alteram o crescimento de Xac em meio de cultura NB (Figura 3C), sugerindo que essas

mutacdes ndo sao auxotroficas. Curvas de crescimento dos mutantes phoR e pstB,
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também foram realizadas no meio de cultura XVYM2 com resultados similares (dados
ndo mostrados). Estes resultados mostram que o regulon Pho além de estar envolvido

na captacao do Pi extracelular, tem uma relacéo direta com a viruléncia da Xac.

3.4 O regulon Pho afeta a formagéo de biofilme e a autoagregacao

A formacdo de biofilme e a autoagregacdo sao caracteristicas importantes
relacionadas com a viruléncia nas bactérias, e desempenham um papel fundamental no
estabelecimento das intera¢des patdogeno-hospedeiro (DANHORN; FUQUA, 2007; GAO
et al., 2015). Devido a sua importancia, essas caracteristicas foram avaliadas nos
mutantes phoR e pstB de Xac. No caso da formacgédo de biofilme, a Xac selvagem e os
mutantes foram cultivados em meio XVM2, e o biofilme formado apés 48 horas foi
visualizado com cristal violeta e quantificado por espectrofotometria a 590nm
(DO590nm). Na figura 4A pode-se observar uma reducéo significativa na formagao de
biofilme nos mutantes phoR (p < 0,05) e pstB (p < 0,01) quando comparados com 0
selvagem. Quanto as andlises de autoagregacao, estas foram realizadas em meio PSY
e medi¢cdes da turbidez das bactérias (selvagem e mutantes) foram feitas a cada 12
horas apds terem atingido DOgye = 2. Na figura 4B pode-se observar uma lenta
associacdo entre os mutantes (DO mutantes > DO selvagem) com relacdo a Xac
selvagem nos tempos de 12 e 24 horas com uma significancia estatistica de p < 0,01. A
aparéncia turva dos tubos com os mutantes revela que as células ainda permanecem
dispersas (Figura 4B). Esses resultados sugerem que a reducdo na formagédo de
biofiilme e na autoagregacdo dos mutantes pode estar relacionada com a perda de

viruléncia em Xac.
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Figura. 4 Formacdo de biofilme e auto-agregacdo em Xac selvagem e mutantes. (A) Formagéao
e quantificacdo de biofilme em tubos de borossilicato. (B) No painel da esquerda
apresenta-se a quantificacdo da auto-agregacdo medida por espectrofotometria
(DOgooy durante os tempos de 12 e 24 horas. No painel da direita apresenta-se a
visualizagdo da turbidez das bactérias selvagens e mutantes apos 24 horas. Um
asterisco (*) representa significAncia estatistica de p < 0,05 e dois asteriscos (**),
significancia de p < 0,01 segundo o teste de Tukey. Os valores representam o
desvio padrao das réplicas biolégicas.
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3.5 O regulon Pho afeta a viruléncia da Xac principalmente através da
regulacao do T3SS

Poucos estudos reportados na literatura com bactérias patdogenas de animais
tém demonstrado que o Piregula a expresséo dos genes do T3SS (SRINIVASA RAO et
al., 2004; CHAKRABORTY et al., 2011; CHEKABAB et al., 2014). No caso de Xac (e
bactérias fitopatogénicas em geral) a relagdo entre o Pi e o T3SS ainda é pouco
explorada. Neste sentido, analises de gRT-PCR foram realizadas para avaliar a relacao
entre a perda de viruléncia dos mutantes phoR e pstB e a expressédo dos genes do
T3SS. Inicialmente avaliou-se a expressao dos principais reguladores do T3SS (hrpG e
hrpX) com o intuito de verificar se as mutacfes de phoR e pstB estariam atuando no
inicio da cascata reguladora como foi observado pelo efeito do Pi (Figura 2). As
analises de expressao génica dos mutantes foram realizadas em meio XVM2 e XVM2 +
4,8 mM de Pi . Os resultados experimentais reforcam nossa hipétese ao confirmar que
o nivel de expresséao de hrpX foi significativamente reprimido (p< 0,01) nos mutantes
phoR e pstB quando comparado com o selvagem, tanto na auséncia de Pi como na sua
presenca (Figura 5A). Entretanto, o gene hrpG nao apresentou mudancas significativas
(p< 0,01) para nenhum dos mutantes avaliados nas duas condi¢cdes de Pi testadas
(Figura 5A). Estes resultados contrastam com os observados na Xac selvagem, onde o
gene hrpG foi significativamente reprimido ( p< 0,01) na presenca de Pi (Figura 5A).0Os
genes hpal e hrpW, que sado regulados via hrpX, também apresentaram uma
repressdo significativa nos mutantes quando comparados com a bactéria selvagem,
tanto em presenca como na auséncia do Pi (Figura 5B). Corrobora-se como um efeito
na regulacao de hrpX pode afetar a cascata de eventos que acontecem na ativacao dos
genes do T3SS, como ja tem sido demonstrado em mutantes desse gene em Xac (GUO
et al., 2011). Interessantemente, o gene phoU apresentou uma super-expressao nos
mutantes phoR e pstB no meio XVYM2 (Figura 5C) com um perfil de expresséo similar ao

do gene hrpG (Figura 5A).
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Figura 5. Efeito da concentracdo do Pi sobre a expresséo de genes do T3SS e do regulon Pho
nos mutantes phoR e pstB. (A) Expressao dos genes reguladores do T3SS hrpG e
hrpX. (B) Expressédo dos genes hpal e hrpw. (C) Expressédo do gene phoU. A Xac
selvagem e mutantes foram cultivadas em meio XVM2 sem adi¢cdo de Pi (-) com
adicdo de 4,8 mM de Pi (+).0s asteriscos representam uma significancia estatistica
de p > 0,01 em relacéo ao controle (Xac inoculada em meio XVM2) segundo o teste
de Tukey. Os valores representam o desvio padréo de trés réplicas bioldgicas. (D)
Modelo ilustrativo que mostra a regulacdo do T3SS e o regulon Pho pelo TCS
PhoR/PhoB. Em presenca de baixas concentragdes de Pi extracelular PhoR fosforila
0 PhoB ativando-o. PhoB fosforilado inicia a expressao do operon pstSCAB-phoU e
hrpG, este Ultimo de forma direta ou indireta através de um mecanismo
desconhecido (?). Uma vez que o gene hrpG ¢é traduzido (HrpG) é provavelmente
fosforilado (??) por PhoR, elevando a expressdo de hrpX e dos genes do cluster
hrp e dos efetores do T3SS (eT3SS). Em presenca de altas concentracdes de Pi
extracelular, PhoR desfosforila o gene PhoB e o HrpG inativando-os, ficando
reprimida a expressdo do operon pstSCAB-phoU e dos genes do T3SS. Os dois
processos (fosforilagdo e desfosforilacdo) no TCS PhoR/PhoB precisam da
interagdo das proteinas PstB e PhoU (GARDNER et al., 2014, 2015).
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No entanto, o gene phoU apresentou uma repressédo significativa na Xac
selvagem em presenca de Pi (Figura 5C). Estes dados sugerem uma ativacéo
constitutiva de PhoB nos mutantes phoR e pstB, como ja tem sido observado em outros
estudos de mutantes bacterianos do regulon Pho (BERTRAND et al., 2010). Neste
sentido, a proteina PhoB ativa (fosforilada) nos mutantes phoR e pstB estaria envolvida
na expressao do gene hrpG (direta ou indiretamente) o que levaria a sua expressao. No
entanto, apesar da expressao de hrpG, néo foi possivel observar uma expressao de
hrpX o que supde que a proteina HrpG ndo estd sendo fosforilada por sua HK
“parceira”. Esses resultados sugerem que o TCS PhoR/PhoB poderia estar regulando o

T3SS via expresséao e fosforilagdo de HrpG, como se indica no modelo da figura 5D.

3.6 Modelagem molecular de PhoB e HrpG sugerem possivel fosforilagéo
por PhoR

A regulacdo cruzada entre diferentes TCS ja tem sido reportada em bactérias
(ZHOU et al., 2005; LAUB; GOULIAN, 2007). Nossos resultados sugerem que a
regulacdo do T3SS envolve uma possivel expressao e fosforilagdo do regulador HrpG
mediada pelo TCS PhoR/PhoB em Xac (Figura5D). Para avaliar nossa hipotese, foi
realizada uma modelagem molecular das proteinas PhoR, PhoB e HrpG de Xac
utilizando o servidor on-line Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/interactive). O
intuito dessa modelagem foi estabelecer possiveis sitios de interacédo proteina-proteina
gue pudessem esclarecer o processo de fosforilacdo entre PhoR /PhoB e PhoR /HrpG,
assim como o possivel grau de similaridade entre as proteinas PhoB e HrpG de Xac.
Para isso, a regido citosolica da proteina PhoR (201- 447) e a regido “receptora” das
proteinas PhoB (3-122) e HrpG (8-122) foram modeladas devido a essas regifes
estarem envolvidas no processo de fosforilagdo. Na figura 6A encontram-se os modelos

obtidos para cada uma das proteinas avaliadas.
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A avaliacdo da qualidade estereoquimica desses modelos pelas andlises de
Ramachadran no servidor RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), revelou 93,8 %, 94,9% e 92,1%

dos residuos de aminoacidos em regibes favoraveis para PhoR, PhoB e HrpG,
respectivamente. Esses dados mostram que os modelos estabelecidos para as
proteinas PhoR, PhoB e HrpG sédo de boa qualidade (> 90% de residuos em regides
favoraveis). Na figura 6 B, verifica-se o alinhamento tridimensional dos modelos de
PhoB e HrpG com um valor de 0,68A de RMSD ( root-mean-square deviation),
indicando a semelhanca estrutural que existe entre elas (quanto menor o valor RDMS,
maior é a semelhanca). Estes dados podem explicar o fato de uma possivel fosforilacdo
de HrpG (similar estruturalmente a PhoB) por PhoR. Posteriormente, foi utilizada como
molde para simular as interacdes PhoR/PhoB e PhoR/HrpG a estrutura tridimensional
do TCS de Thermotoga maritima Hk853-RR468 (codigo PDB: 4JAS) (PODGORNAIA;
LAUB, 2013). Os resultados para as interacdes PhoR/PhoB e PhoR/HrpG estédo
ilustradas na Figura 6C. Nesses modelos, também é possivel observar que os residuos
histidina (H) de PhoR e o residuo de acido aspartico (D) de PhoB e HrpG estdo muito
proximos. Esses residuos estdo envolvidos no processo de fosforilagdo. Estes
resultados mostram, de forma geral, uma possivel fosforilagdo de HrpG por PhoR.


http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
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Figura. 6 Modelagem molecular das proteinas PhoR, PhoB e HrpG de Xac. (A) Regides
modeladas em PhoR , PhoB e HrpG que estdo envolvidas no processo de
fosforilagdo. (B) Alinhamento estrutural entre PhoB e HrpG. (C) Interacdes proteina-
proteina entre PhoR/PhoB e PhoR/HrpG mostrando em forma ampliada os residuos
de histidina e &cido aspartico que participam do processo de fosforilagdo.
H=histidina, D=4cido aspartico , Mg*? = lon magnésio e BFE= ion Trifloreto de
berilio.
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4. DISCUSSAO

O Sistema de dois componente PhoR/PhoB controla a expressao do regulon
Pho nas bactérias em resposta as concentracfes de Pi presentes no ambiente. A
relacdo entre o regulon Pho e a viruléncia das bactérias tem sido identificada em muitos
casos (LAMARCHE et al., 2008). No entanto, os poucos estudos realizados
principalmente com patdgenos de animais, relacionam o regulon Pho com a regulagéo
dos genes do T3SS (SRINIVASA RAO et al.,, 2004; CHAKRABORTY et al.,, 2011;
CHEKABAB et al., 2014). Neste estudo, foi possivel demostrar em Xac a relacdo
existente entre o Pi e a expressao dos genes do T3SS via regulagdo PhoR/PhoB.

Neste estudo, a partir das analises de RNA-seq foi observada uma relacao
direta entre a expressdo dos genes do regulon Pho e o T3SS em Xac (tanto na
presenca de Pi, quanto na sua auséncia) (Figura 1). Analises de microarranjos
realizados com estirpes selvagens e mutantes do gene phoB de Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC) mostraram também uma relacéo entre o Pi e a expressao
dos genes da ilha de patogenicidade LEE (Locus of Enterocyte Effacement) portadora
dos genes do T3SS (CHEKABAB et al., 2014). Também tem sido reportado na bactéria
Edwardsiella tarda, que genes do regulon Pho (operon pstSCAB-phoU e TCS
phoR/phoB), estdo envolvidos na regulacdo de genes do T3SS (CHAKRABORTY et al.,
2011). Estes autores também demostraram por ensaios de Western Blot que as altas
concentracfes de Pi no meio de cultura (20 mM de Pi) diminuiem o conteudo total de
proteinas secretadas pelo T3SS. Neste sentido, estudos recentes do secretoma de Xac
em meio de cultura XAM1, ndo apontaram a presenca de proteinas do T3SS, isto
,devido provavelmente ao efeito das concentracdes de Pi presentes no meio
(FERREIRA et al., 2016). Todos estes resultados se relacionam muito bem com os
obtidos em estudos de protedmica realizados em Xac em condi¢des in vivo (Citrus
sinensis variedade Valéncia) e in vitro (XAM1), onde se reporta um baixo namero de
proteinas do T3SS e do regulon Pho no meio de cultura XAM1 (Figura 1) (FACINCANI
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et al.,, 2014; MOREIRA et al., 2015). Todos estes dados sugerem que o regulon Pho,
além de estar envolvido no transporte do fésforo, tem um papel importante na viruléncia
da bactéria Xac.

No presente trabalho, foi observado também o efeito das concentracdes do Pi
sobre a expressdo dos genes do T3SS e do regulon Pho de Xac no meio XVM2
através de ensaios de qRT-PCR (Figura 2). Estes resultados sugeriram que
concentracdes de Pi = 4,8 mM tém um efeito significativo na repressao dos genes do
T3SS e do regulon Pho em Xac. E interessante observar que estes resultados também
mostram um efeito do Pi no inicio da cascata de sinalizacdo do T3SS, ao regular a
expressdo do regulador master hrpG. Neste aspecto, estudos feitos na bactéria
fitopatogénica Agrobacterium tumefaciens demostraram que o gene virG (ortélogo de
hrpG) é regulado positivamente em concentracdes limitantes de Pi (WINANS, 1990). O
gene virG codifica uma proteina da familia OmpR/PhoB que regula o regulon vir
envolvido na viruléncia de A. tumefaciens (WINANS, 1990; MARTINEZ-HACKERT;
STOCK, 1997). Outros estudos, realizados com o fitopatdégeno Ralstonia solanacearum,
tém demostrado que o gene hrpG é transcrito (expresso), traduzido (proteina HrpG) e
ativado (HrpG fosforilada) por multiplos sinais ambientais (YOSHIMOCHI et al., 2009).
Neste sentido, tem sido demostrado na bactéria Xanthomonas oryzae pv oryzae (Xo00)
que niveis baixos de Ca™ e Mg™ induzem a expressdo do gene hrpG via TCS
PhoQ/PhoP (LEE et al., 2008). Infere-se a partir destes dados que uma complexa rede
regulatéria pode estar envolvida na expressao e ativacao de hrpG, integrando multiplas
vias e sinais ambientais.

O papel do regulon Pho na viruléncia de Xac foi demostrado com os mutantes
phoR e pstB. Estes mutantes levaram a uma reducdo na sintomatologia quando
inoculados em planta citricas (Citrus sinensis e C. aurantifolia), assim como, uma
diminuicdo na populacdo bacteriana no espago intracelular das folhas de citros (Figura
3A, B). Resultados similares foram reportados recentemente na bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. glycines (Xag), agente causal da pustula bacteriana da soja, na qual
mutacdes feitas no operon pstSCAB-phoU causaram a perda de viruléncia na bactéria
(CHATNAPARAT; PRATHUANGWONG; STEVEN, 2016). Entretanto, os autores nao
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descrevem o0 possivel mecanismo envolvido na perda de viruléncia nestes mutantes
(operon pstSCAB-phoU), e sugerem a realizacao de estudos futuros para determina-lo.
Uma possivel explicacdo para estes resultados seria a reducdo na formacdo de
biofilme, na auto agregacdo e, principalmente a repressdo dos genes do T3SS,
mecanismos que foram observados nos mutantes phoR e pstB de Xac em nosso
trabalho (Figura 4 e 5). Alguns estudos ja tém mostrado a relacdo entre o regulon Pho
e a formacao de biofilme. Por exemplo, no patégeno de plantas A. tumefaciens o TCS
PhoR/PhoB esta relacionado com a inducdo de grandes quantidade de biofilme em
condi¢des limitantes de Pi (DANHORN et al., 2004; XU et al., 2012). Mutantes dos
genes do Pst em bactérias colonizadoras da rizosfera Pseudomonas aerofaciens e
Pseudomonas fluorecens, também apresentaram reducdo na formacao de biofilme
(MONDS; SILBY; KHRIS MAHANTY, 2001). Além disso, na bactéria E. coli, o regulon
Pho parece estar relacionado com o quérum sensing (REN et al.,, 2004), um
mecanismo chave na regulagdo da formacédo de biofiime (PARSEK; GREENBERG,
2005). Ademais, € interessante observar como o regulon Pho, a formacéo de biofilme, a
autoagregacao e a expressao de genes do T3SS estado correlacionadas. Neste aspecto,
estudos realizados na bactéria E. tarda mostraram como mutantes do operon
pstSCAB-phoU apresentaram baixa formacdo de biofilme, autoagregacdo e secrecao
de efetores do T3SS (SRINIVASA RAO et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado
na bactéria E. tarda que a formacéo de biofime e o fenbmeno de autoagregacao eram
devidos a proteina EseB, um componente do T3SS nesta bactéria (GAO et al., 2015). A
contribuicdo do T3SS na formacdo do biofilme e autoagregacdo também tem sido
reportada em Xac 306 (ZIMARO et al., 2014), Erwina chrysanthemi (YAP et al., 2005),
Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) (IDESES et al., 2005) e Salmonella enterica
serovar Typhimurium (JENNINGS et al., 2012). Também tem sido mostrado a partir de
estudos de transcriptoma em Xac que hrpG estd relacionado com a formacdo de
biofilme via repressao de rpfG (GUO et al., 2011). A proteina RpfG tem atividade c-di-
GMP fosfodisterase, que diminui os niveis do segundo mensageiro di-guanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP). Assim, quando ela esta reprimida pela a¢éo de HrpG se

favorece o acumulo de altos niveis de c-di-GMP promovendo a formacao de biofilme
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(GUO et al., 2011). Assim, todos estes resultados podem explicar porque as mutagdes
realizadas nos genes phoR e pstB de Xac alteraram a expressdo dos genes do T3SS
(Figura 5A; B), a formacao de biofilme e autoagregacao (Figura 4A; B) levando a perda
de viruléncia da bactéria (Figura 3A; B). Portanto, os resultados deste trabalho sugerem
que, o TCS PhoR/PhoB regula o T3SS via expressao e fosforilagdo de HrpG (Figura
5D). Sendo HrpG um regulador de resposta 0rfa, é possivel que sua atividade seja
modulada por mudltiplas vias de sinalizagdo como foi mencionado acima. O fenbmeno
de regulacéo cruzada entre diferentes TCS ja tem sido reportada em bactérias (ZHOU
et al.,, 2005; LAUB; GOULIAN, 2007), o que explicaria a fosforilagdo de HrpG em
condi¢bes limitantes de Pi por PhoR. Neste sentido, os resultados obtidos a partir da
modelagem molecular sugeriram uma estrutura semelhante entre PhoB e HrpG, assim
como, uma possivel interacdo proteina-proteina entre PhoR e HrpG (figura 6B, C).
Esses resultados reforcam a hipotese de que o T3SS estaria sendo regulado via
PhoR/HrpG pelo Pi ambiental. No entanto, outras interagdes proteina-proteina podem
ser necessarias para os processos de fosforilacdo e desfosforilacdo do complexo
PhoR/HrpG como ja& tem sido mostrado em E. coli com o complexo PhoR/PhoB
(GARDNER et al., 2014, 2015). Um modelo da regulacdo e expressao do T3SS via
PhoR/PhoB de Xac, assim como, possiveis vias alternativas envolvidas nesse processo

(biofilme e autoagregacao) , esta apresentado na Figura 7.

Em resumo, os dados apresentados neste estudo mostram o efeito do Pi na
expressdo do T3SS, e seu possivel mecanismo de regulacéo via TCS PhoR/PhoB na
bactéria Xac, fornecendo, desta forma, um maior entendimento das complexas vias
de sinalizacdo envolvidas na ativacdo dos mecanismos de viruléncia em Xac, assim

como, os tipos de sinais captados pela bactéria para dar inicio ao processo infeccioso.
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Figura 7. Representacdo esquematica que correlaciona as vias regulatérias do regulon

Pho, T3SS, formacédo de biofiime e autoagregacdo em Xac306. As baixas
concentracdes de Pi, Mg*? e Ca'™ ativam a expressdo do gene hrpG via
PhoR/PhoB e PhoP/PhoQ. Posteriormente o gene hrpG é traduzido e ativado
provavelmente pela fosforilacdo de PhoR e outras Histidina Kinases (HK?).
HrpG (ativada) leva a expressdo do gene hrpX que uma vez traduzido
expressa 0s genes do cluster hrp e dos eT3SS. HrpG também pode regular
negativamente a expressao do gene rpfG, favorecendo a presenca de altos
niveis de cyclic-di-GMP e promovendo a formacéo de biofilme. A formacéo
de biofilme também poder ser regulada via RpfC/RpfG na presecenca de
DSF (Diffusible Signal Molecules) e através de PhoR/PhoB. A caixa com
linha pontilhada representa a relacdo entre o T3SS, autoagregacdo e a
formacéo de biofilme observado em Xac 306 (Zimaro et al., 2014). As caixas
representam genes, 0s circulos azuis representam proteinas dos Sistemas
de Dois Componentes (TCS) e o circulo laranja representa uma proteina
reguladora da familia AraC. As setas em duas direcdes representam
processos de fosforilacdo ou desfosforilagdo e o ponto vermelho sobre os
reguladores de resposta do TCS representa o grupo fosfato. c-di-GMP= di-
guanosina monofosfato ciclico e GMP= guanosina monofosfato.
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5. CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo demostram, pela primeira vez, que a
concentracdo de Pi regula a expressdo do T3SS da bactéria fitopatogénica
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Esta regulacdo é dependente do sistema de dois
componentes PhoR/PhoB, o qual poderia modular a expresséo de hrpX via ativacao de
hrpG.

Mutacdo nos genes phoR e pstB diminui a formacdo de biofilme, a

autoagregacdo e a viruléncia de Xac .

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que o Pi pode ser um dos
principais sinais ambientais captados pela Xac para dar inicio ao processo infeccioso

no hospedeiro citros.



6. INFORMACAO COMPLEMENTAR

Tabela S1. Estirpes bacterianas e plasmideos utilizados neste estudo
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Estirpe e Caracteristica Referéncia
plasmideos
Xac 306 X. axonopodispv. citri strain 306; wild type Rif’ (DA SILVA et al., 2002)

Xac 306 AphoR
Xac 306 AptsB

E.coli DH10B

Cosmideo IGF07
pNPTS138

pPNPTS138-AphoR

Mutante phoR derivado da cepa Xac306
pstB EZ-Tn5 derivado da cepa Xac306

A (mcrA, merBC, mrr, Al and hsdRMS), pir’, lacZ

para screening
Biblioteca de Xac 306 , Km'
Vector suicida, Km'

pNPTS138 contendo a dele¢éo phoR, Km'

Este estudo
(MOREIRA et al., 2015)

Invitrogen

(DA SILVA et al., 2002)
Addgene

Este estudo




Tabla S2 Lista de primers utilizados

Primer Sequéncia 5°- 3’
Mutagénese
A GACGAATTCGGACAACACCGACGACAGG
B AAGCCACCCTATGTAGTCAGTGCGCGC
C GACTACATAGGGTGGCTTTGCGGCACG
D CGCGGATCCATTGCCGGCTCTTCACGG
qRT-PCR
atpD_F CGGCGCACCGTCGTAT
atpD_R CCGGTTTCCAGCAATTCG
gyrB_F CGTCCCGGCATGTATTCG
gyrB_R ACCACCTCGAACACATGTGA
rpoB_F GGATTCCTATCGCGAATTCCT
rpoB_R TGTAGCTGGAAATCGGGAACA
hrpG_F CGGCAAGCCGATCGTATT
hrpG_R GAAAAGAGCAGCCAGGCAAT
hrpX_F GCCTACAGCTACATGATCACCAAT
hrpX_R TGCGGCCACTTCGTTGA
hrpAl_F GCAGCAGGCCGGTCAGT
hrpAl1_R TTCATCAGCATCTGGGTGTATTG
hrpE_F ACGAGGCCCAGAAGTCCAT
hrpe_R CCACGTTGAAGTCCAGATCATTT
hrpW_F GGCGGACACACCGACATC
hrpW_R TGCCTTTCAGGGTGGAGTCTT
phoU_F GCTGCTCACCTACATGATGGAA
phoU_R TCCAGATTCTTTGCCATGAACA
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No primer A, aregido em negrito e sublinhada corresponde ao sitio de restricdo de EcoRI e no
primer D ao sitio de restricdo BamHI. Nos primers B e C as regifes, grifadas em amarelo e
verde sdo regides complementares
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Figura S1 Representacdo da construcdo do mutante phoR por delecdo. (A) Diagrama
esquematico do gene phoR no genoma de Xac representado em cor vermelha. As
setas com letras A, B, C e D representam os primers utilizados para a amplificacéo
dos fragmentos AB e CD com tamanhos de 808 pb e 889 pb respectivamente. O
fragmento AD selvagem apresenta um tamanho de 3080 pb e a versdo AD
deletada (sem o gene phoR) um tamanho de 1697 pb. (B) Géis de eletroforese em
agarose (1%) com os fragmentos AB, CD e AD (deletada). O fragmento AD
(deletado) foi clonado no vector suicida pNPTS138 e células electrocompetentes
de Xac foram transformadas para realizar a mutacao por recombinacdo homologa.
(C) Géis de eletroforese em agarose com os fragmentos AD (WT), AD (deletado) e
0 mutante phoR.
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Figura S2 Validacdo dos genes do T3SS e do regulon Pho da Xac por gRT-PCR nas
condi¢des in vivo e in vitro. LG= Lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia) ,
PR= Laranja doce ‘Pera Rio’ (Citrus sinensis).
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