AVA
oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u neSp o «JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA)

Estudo dainter-relagdo entre divisdo celular, motilidade e fitopatogenicidade

em Xanthomonas citri subsp. citri

KENNY UMINO SATO

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas

(Microbiologia Aplicada).

Marco - 2019



KENNY UMINO SATO

Estudo da inter-relagéo entre divisdo celular, motilidade e fitopatogenicidade em

Xanthomonas citri subsp. citri

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia

Aplicada).

Orientador: Prof. Dr. Henrique Ferreira

Coorientador: Prof. Dr. Leandro Marcio Moreira

Rio Claro

2019



Sato, Kenny Umino
S253e Estudo da inter-relacdo entre divisdo celular,
motilidade e fitopatogenicidade em Xanthomonas
citri subsp. citri / Kenny Umino Sato. -- Rio Claro,
2019
60 p. :il., tabs., fotos

Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias, Rio Claro

Orientadora: Henrique Ferreira

Coorientadora: Leandro Marcio Moreira

1. Cancro citrico. 2. XAC1934. 3. FleN. I. Titulo.

Sistema de geracéo automatica de fichas catalograficas da Unesp.
Biblioteca do Instituto de Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




M&’AW UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ™

Céampus de Rio Claro

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAQ: Estudo da inter-relagéo entre divisao celular, motilidade e fitopatogenicidade
em Xanthomonas citri subsp. citri

AUTOR: KENNY UMINO SATO
ORIENTADOR: HENRIQUE FERREIRA
COORIENTADOR: LEANDRO MARCIO MOREIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestre em CIENCIAS BIOLOGICAS
(MICROBIOLOGIA APLICADA), area: Microbiologia Aplicada pela Comissdo Examinadora:

S

Prof. Dr. HENRIQUE FERREIRA
Departamentq de Bloquxmtca e chroblolog|a/ IB Rio Claro

A

/;XL \‘/"ku\ M J\,\ ‘b

Profa. Dra. ALESSANDRA ALVES DE SOUZA
Departamentg de Biotecnologia / Instituto Agronémico de Campinas

Prof. Dr. JESUS Al ECIDO FERRO

Departamento de Tecnologia / FCAV - UNESP - Jaboticabal

Rio Claro, 25 de fevereiro de 2019

Instituto de Biociéncias - Campus de Rio Claro -
Av. 24-A no. 1515, 13506900, Rio Claro - Sao Paulo
CNPJ: 48.031.918/0018-72




Dedico este trabalho a Deus, aos meus
pais, familiares e amigos por todo o apoio

e orientacdo até este momento.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado a possibilidade de chegar até o presente momento de
realizacdo deste trabalho com o privilégio de aprender com pessoas muito
capacitadas e amigas.

Ao Prof. Dr. Henrique Ferreira pela dedicada orientacdo, confianca, empenho e

amizade para que este trabalho pudesse ser realizado.

Ao Prof. Dr. Leandro Marcio Moreira pela atenciosa coorientacdo sempre estando

muito presente, tendo muita paciéncia e pela amizade.

A Dra. Paula Maria Moreira Martins pela amizade e aconselhamento sempre muito

detalhado e preciso.

Ao Prof. Dr. José Silvio Govone pelo auxilio na parte de bioestatistica deste trabalho.
Ao CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - processo
n° 130340/2017-0) pelo apoio financeiro deste trabalho, proporcionando os requisitos

necessarios para seu desenvolvimento.

Aos funcionarios do Departamento de Bioquimica e Microbiologia por garantir o

correto funcionamento das instalacdes e dependéncias do laboratorio.

Ao Sr.(a) Relator(a) deste projeto pelas sugestdes e criticas para o correto

desenvolvimento deste trabalho.

A toda minha familia que sempre me apoia e auxilia para que eu alcance meus

objetivos e cresca cada vez mais sempre pensando no préximo.

E a todos meus amigos pelo companheirismo e momentos de risos importantissimos

na minha caminhada.

Obrigado!



“Don’t only practice your art, but force your
way into its secrets, for it and knowledge
can raise men to the divine.”

(Ludwig van Beethoven)



RESUMO

O cancro citrico € uma doenca que afeta todas as variedades economicamente
importantes de citros cultivadas ao redor do mundo. Atualmente representa uma
ameaca aos maiores produtores mundiais de laranjas doce e de suco concentrado: o
estado de S&o Paulo, Brasil, e estado da Flérida, EUA. O agente etiol6gico mais
importante do cancro é a bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (X.
citri) patotipo A, cujo genoma tem sido estudado e impulsionado descobertas e
avancos na compreensdao da doenca e de seu agente causador. Contudo,
mecanismos celulares essenciais sdo ainda pouco explorados neste micro-
organismo. Desta forma, a compreensao de tais mecanismos e de seus efetores pode
ser explorado no desenvolvimento de antimicrobianos e de novas estratégias para o
combate ao cancro citrico. Nosso grupo mostrou recentemente que ésteres de acido
galico séo potentes inibidores da divisdo cromossémica e celular em X. citri. No
presente trabalho, demos continuidade aos estudos com o objetivo de caracterizar
processos essenciais a infeccdo ocasionada por X. citri, como a motilidade. As
analises de bioinformatica revelaram que a ORF XAC1934 estaria relacionada com
motilidade em X. citri, uma vez que ha uma grande identidade desta ORF com fleN,
um gene regulador da formacéo flagelar em outros micro-organismos. Os resultados
de motilidade e potencial infectivo in planta do mutante deletado desta ORF
corroboraram a literatura, apresentando padroes semelhantes a estudos com
mutantes de fleN de Pseudomonas aeruginosa e Vibrio cholerae. Apesar disso, nédo
houve localizacao subcelular da proteina expressa pela ORF estudada, sugerindo a
auséncia de sua participacdo na localizacado flagelar e na formacédo inadequada do
septo divisional como evidenciado no estudo feito em P. aeruginosa. Além disso,
dados de producao de biofilme nos relevaram que o produto da ORF estudada néo
interfere na formacao desta matriz em X. citri como ocorre no estudo de outros genes
relacionados a motilidade. Desta forma, concluimos que a ORF XAC1934 se trata da
homéloga fleN em X. citri, sendo um potencial alvo para futuros antimicrobianos visto
gue a correta formacao flagelar € uma caracteristica essencial para 0 seu sucesso

infectivo.

Palavras-chaves: Cancro citrico. XAC1934. FleN.



ABSTRACT

Citrus canker is a disease that affects all economically important varieties of
citrus cultivars worldwide. Currently, it represents a threat to the world’s biggest sweet
orange juice producers: Sao Paulo state, Brazil, and Florida, USA. The canker etiologic
agent is the Gram-negative bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). Its
genome knowledge has driven to discoveries and advances in the study of the causal
agent of this disease. However, this microorganism’s essential microbiological
processes are still underexplored. Therefore, the understanding of these mechanisms
and its effectors can be useful in antibiotics development in order to prevent citrus
canker infections. Our group have shown recently that esters of galic acid are potent
inhibitors of cell division in X. citri. In this work, we continue to study essential
processes for citrus canker infection such as motility. Bioinformatics analyses reveled
that ORF XAC1934 is related to motility in X. citri, because there is an identity to fleN,
a microorganism flagellar formation regulator gene. The motility and infective potential
in planta results of the mutant deleted for this ORF corroborate the literature, showing
a similar pattern presented in Pseudomonas aeruginosa and Vibrio cholerae deleted
mutants for fleN. Despite this, there was no subcellular localization of the studied ORF
protein. It suggests that this ORF does not interfere in flagellar localization nor in
adequate divisional septa formation as evidenced in P. aeruginosa study. Moreover,
biofilm production data reveled that XAC1934 product does not interfere in this matrix
formation in X. citri as seen in motility genes studies. Thus, we concluded that ORF
XAC1934 is the fleN homolog in X. citri, being a potential target to the future
development of new antibiotics because the correct flagellar formation is essential to

X. citri infection.

Key words: Citrus canker. XAC1934. FleN.
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1 INTRODUCAO
1.1 A citricultura e o cancro citrico

A citricultura no Brasil compreende o cultivo de uma variedade de frutas citricas,
como laranjas, limdes, limas, cidras, entre outras, sendo a laranja uma das
representantes de maior valor econémico. O Brasil mantém a lideranga mundial na
producéo, exportacdo e em tecnologia de citros (Figura 1), movimentando anualmente
um valoroso mercado de trabalho (CITRUS BR, 2018a). Segundo o CitrusBR (2018b),
a estimativa para a producdo no parque citricola brasileiro (Sdo Paulo, Triangulo
Mineiro e Sudoeste de Minas Gerais) na safra 2018/19 é de 243,4 milhdes de caixas

de laranja.

Figura 1 — Producéo de laranja em toneladas realizada pelo Brasil (azul), Estados Unidos (vermelho),
China (amarelo) e Europa (verde) de 1960 a 2016.
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Fonte: FAOSTAT.

Apesar dos numeros de producdo, a citricultura brasileira enfrenta diversas
ameacas, como as doencas de citros e a reducdo de areas de plantio (NEVES et al.,
2010). Dentre as doengas que mais ameacam a citricultura brasileira esta o cancro

citrico tipo A, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri patotipo A e que foi
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constatada pela primeira vez em 1957 na regido de Presidente Prudente
(BITANCOURT, 1957). A propagacao da bactéria se da, principalmente, por meio de
chuva em conjunto com ventos e pelo transito de ferramentas inerentes a atividade
agricola, que sdo considerados os principais agentes de dispersdo. Uma vez em
contato com a planta, a bactéria penetra por aberturas naturais (estdmatos ou
hidatédios) ou por ferimentos e se aloca no meséfilo onde forma pequenas coldnias.
A bactéria, uma vez em contato com as células vegetais do mesofilo, injeta suas
proteinas efetoras por meio de sistemas secretores. Essas proteinas podem suprimir
o sistema de defesa vegetal e modular a transcricdo da planta, permitindo a formacao
do cancro citrico.

Algumas das alteracfes fenotipicas da planta sdo a hiperplasia e a hipertrofia
gue causam a ruptura da epiderme vegetal (Figura 2) e proporciona a dispersédo da
bactéria feita pelo vento ou mecanicamente (BOCH; BONAS, 2010). Essas lesdes
epiteliais podem culminar na queda das folhas e dos frutos prematuros (GOTTWALD;
PIERCE, 2002; MOREIRA et al., 2010), o que leva a uma perda de alguns frutos e
geracao de prejuizos para o setor agricola.

Figura 2 - Lesdo de cancro citrico causado pela Xanthomonas citri subsp. citri em
folhas (A), fruto (B) e ramo (C) de laranjeiras.

Fonte: modificado de BEHLAU; SALA; BEOZZO BASSANEZI, 2017.
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Os sintomas da cancrose sao agravados pela presenca da larva minadora de
citros Phyllocnistis citrella stainton (Lepidoptera: Gracillariidae), que causa ferimentos
no mesofilo facilitando a penetracdo da bactéria e aumentando a disseminacdo da
doenca (CHAGAS et al., 2001; BEHLAU; SALA; BEOZZO BASSANEZI, 2017) (Figura
3). Além dos danos relacionados a qualidade e quantidade de frutas, a doenca
também resulta em impactos socioecondmicos graves e que estao relacionados aos
padrées de mercado para exportacdo. A comercializacdo de frutas in natura é
regulamentada por legislacdo, na qual o cancro citrico é considerado uma “praga
quarentenaria” (BRASIL, 2018).

Figura 3 — llustragédo da lesédo foliar de laranjeira causada
pela larva minadora de citros (Phyllocnistis citrella stainton).

Fonte: BEHLAU; SALA; BEOZZO BASSANEZ|, 2017.

A erradicacdo de plantas sintomaticas e das suspeitas de infeccédo é a forma
mais eficaz de controle conhecido para o cancro e, de certa forma, determinou o
sucesso da sanidade no estado de S&o Paulo anterior a 2009 (BELASQUE JUNIOR
et al., 2009). Entretanto, apos alteracGes nos critérios relacionados a erradicacdo do
cancro citrico pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Séao Paulo
(SAA/SP) em julho de 2009, houve uma queda no alto nivel de sanidade dos pomares
(conquistado através da legislacdo adotada entre 1999 a 2009). Neste periodo, era
praticada a erradicacdo de todas as plantas de um talhdo quando a incidéncia de
plantas sintomaticas fosse = 0,5%; sendo menor, operava-se a remocao de plantas
em um raio de 30 metros a partir da planta sintomatica (BELASQUE JUNIOR et al.,
2010). Posteriormente (Instrucdo Normativa n® 37 05-09-2016), houve nova alteracdo
de legislacdo, a qual categoriza as propriedades com espécies dos géneros Citrus,

Fortunella ou Poncirus em quatro grupos fitossanitarios: area com praga ausente, area
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livre da praga, area sob erradicacdo ou supressao, e area sob sistema de mitigacéo
de risco.

Segundo essa normativa, as areas com praga ausente sdo as que nao
apresentam suspeitas nos levantamentos fitossanitarios. As areas livres da praga sédo
aquelas em que ndo h& ocorréncia de cancro citrico comprovada cientificamente.
Areas sob erradicacdo ou supressdo do cancro citrico sdo as propriedades em que a
praga esta presente, mas ndo de uma forma amplamente distribuida e sé&o
empregadas medidas oficiais de prevencao, vigilancia e controle a fim de eliminar as
plantas contaminadas e as que apresentam suspeita de contaminacdo para que a
praga seja erradicada ou reduzida a sua incidéncia. E as areas sob sistema de
mitigacao e risco sao aquelas que apresentam a execucéo de diferentes medidas de
manejo de risco contra o cancro citrico (BRASIL, 2016).

Para uma propriedade ser inscrita como area sob sistema de mitigacao e risco,
deve apresentar equipamentos e infraestrutura capazes de realizar lavagem e
higienizacdo dos frutos, uso de veiculos fechados para a desvitalizacdo do cancro
citrico, ou para destruicdo de frutos e restos vegetais. Para que haja uma menor
disperséo da praga, deve-se adotar algumas medidas de manejo, tais como: uso de
cultivares mais resistentes ao cancro citrico aprovados pelo OEDSV (Orgéo Estadual
de Defesa Sanitaria Vegetal), destruicdo de frutos contaminados, manejo integrado
do minador dos citros dado pela espécie Phyllocnistis citrella, desinfeccdo de
ferramentas e maquinas com hipoclorito de sédio, uso de quebra-ventos e
pulverizacdo com calda cuprica com 0,1% de cobre metalico em todas as plantas em
um raio de trinta metros a partir da planta diagnosticada. Somente sera habilitada a
colheita se a propriedade apresentar, no maximo, um por cento dos frutos
sintomaticos para o cancro que devem ser destruidos. Os frutos devem ser lavados
com detergente e imergidos em hipoclorito de sédio a 200 ppm com pH 7,0 por 2 min.
Caso nao sejam cumpridas essas determinacfes, que serdo Vverificadas
semestralmente pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento), o
OEDSV pode decretar a eliminacédo das plantas diagnosticadas. Juntamente com a
fiscalizacdo do MAPA, o produtor devera realizar uma vistoria trimestral para detectar
novos focos de contaminacdo que devera ser comunicado ao OEDSV (BRASIL,
2016).

A suspeita da presenca da praga levaré a interdicdo imediata do imével como

medida cautelar. Sendo diagnosticado o cancro citrico, as propriedades dentro do raio
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de erradicacao também serdo interditadas e vistoriadas. Para efeitos de erradicacgéo,
serdo eliminadas a planta foco e todas as que estiverem em um raio de 30 metros,
mesmo que invada a propriedade vizinha, sendo realizada uma vistoria a cada
sessenta dias pelo responsavel técnico até completar dois anos apés a Ultima
eliminacé@o que desinterditaré a area, caso ndo sejam detectadas plantas com cancro
citrico (BRASIL, 2016).

Estas medidas podem contribuir para a evolu¢gdo do endemismo do cancro
citrico no estado de S&o Paulo, como ja é o caso de estados mais ao sul do Brasil, e
também na Argentina (FERREIRA; BELASQUE JR., 2011). Nessas regifes,
citricultores aplicam manejo integrado com plantio de cultivares de laranjeiras menos
suscetiveis (resisténcia total € desconhecida), uso de quebra-ventos para minimizar a
disseminacdo da bactéria e sprays de formulagbes cupricas. Tais medidas,
especialmente a aplicagcdo de cobre, deixam residuos no solo e provavelmente
contribuem para o aparecimento de linhagens resistentes de X. citri (BEHLAU et al.,
2011, 2013).

A nova instrucdo normativa de 2018 (IN n° 21) flexibiliza o manejo dos frutos
sintomaticos que podem ser levados a industria de suco, que deve estar localizada
dentro da area de Sistema de Mitigacdo de Risco, sendo transportado por veiculos
fechados ou cobertos (BRASIL, 2018). Outra mudanca apresentada diz respeito as
areas que adotam a erradicacao que podem pulverizar a solugao cuprica ou eliminar
as plantas em um raio de 30 m a partir da planta infectada (BRASIL, 2018;
FUNDECITRUS, 2018).

1.2 Xanthomonas citri subsp. citri

Xanthomonas citri subsp. citri patotipo A (SCHAAD et al., 2005, 2006) € um
fitopatdgeno que ataca todas as principais variedades comerciais de citros e é 0
agente causal do cancro citrico asiatico ou cancrose do tipo A, que representa a forma
mais generalizada e grave da doenca (GOTTWALD et al., 2002). Suas células
apresentam morfologia de bastonete (Figura 4) e suas colonias isoladas em placa
apresentam coloracdo amarelo-alaranjado devido a producdo do pigmento protetivo
xantomonadina, caracteristico do género (AMARAL, 2003; MARTINS et al., 2010).
Xanthomonas citri subsp. citri possui um cromossomo de 5.17 Mb e dois plasmideos:
pPXAC33 (33.699 pb) e pXAC64 (64.920 pb). O sequenciamento completo do genoma



15

mostrou um conteudo de G+C de aproximadamente 64%, 4.313 ORFs (open reading
frame) foram anotadas e, dentre estas, 2.710 apresentaram identidade com genes
codificando para proteinas conhecidas. As 1.603 ORFs restantes foram classificadas
como hipotéticas, entre estas, 1.272 foram consideradas conservadas por
apresentarem identidade com ORFs de mesma categoria em outros organismos (DA
SILVA et al., 2002).

Figura 4 — Microscopia de contraste de fase
de Xanthomonas citri subsp. citri com

aumento de 100X.

-
Afpm
Fonte: dado da pesquisa.

A disponibilidade do genoma de X. citri tem contribuido para estudos funcionais
diversos nesta bactéria (YAN; WANG, 2011; KRAISELBURD et al., 2012; LI; WANG,
2012; MALAMUD et al., 2012; SGRO et al., 2012; GUZZO et al., 2013; HUANG; LU;
CHEN, 2013). Além das homologias encontradas entre ORFs anotadas no genoma
de X. citri e fatores em vias metabodlicas determinadas, grupos tém se valido das
informacBes do genoma para estudar candidatos associados a patogenicidade e
interacdo com o hospedeiro citros. O conhecimento do genoma também apoia estudos
de mutagénese em larga escala utilizando-se transposons e viabiliza a identificacédo
de ORFs/genes envolvidos em processos diversos em caracterizacdo (LAIA et al.,
2009; YAN; HU; WANG, 2012). Contudo, ainda sdo restritos os trabalhos sobre
caracterizacao de processos biolégicos essenciais nesta bactéria como segregacéo
cromossomica, divisdo e crescimento celular (MARTINS et al., 2010; UCCI et al.,
2014).

De modo geral, diversos fatores proteicos envolvidos em divisdo celular e
segregacdo cromossOmica sdo especificos de bactérias (ERRINGTON; DANIEL;
SCHEFFERS, 2003; LEONARD; MOLLER-JENSEN; LOWE, 2005; HARRY;
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MONAHAN; THOMPSON, 2006; MIERZEJEWSKA; JAGURA-BURDZY, 2012).
Nosso grupo tem investido na caracterizacdo de uma selecao de tais proteinas para
o desenvolvimento de inibidores antibacterianos (SILVA et al., 2013; UCCI et al.,
2014). Recentemente, demonstramos que ésteres de acido galico interferem com
processos de segregacdo cromossOmica e divisdo celular ao interferir com a
localizacdo subcelular das proteinas ParB-GFP (segregacdo (UCCI et al., 2014)) e
GFP-ZapA (divisdao (SILVA et al., 2013)) em X. citri. Estes dados apoiam o
desenvolvimento de novos compostos inibidores de processos essenciais neste
organismo, e que podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de
controle do cancro citrico. Além disto, nossos dados sugerem uma interligacdo dos
processos de segregacao cromossdmica e divisdo celular em X. citri, assim como ja
foi observado em outras bactérias, como exemplos Caulobacter crescentus,
Streptomyces coelicolor, Mycobacterium smegmatis e Corynebacterium glutamicum
(THANBICHLER; SHAPIRO, 2006; DONOVAN et al., 2010).

1.3 Motilidade bacteriana

O flagelo € uma estrutura que auxilia as bactérias na motilidade por swimming
(KAZMIERCZAK; HENDRIXSON, 2013). Seu desenvolvimento demanda muita
energia; para tanto, uma regulacdo precisa de seus genes € essencial (CORREA;
PENG; KLOSE, 2005). A formacédo do flagelo se inicia pela inser¢cdo do aparato de
secrecdo na membrana plasmatica (MACNAB, 2003), que € utilizado para que os
componentes da formacdo do flagelo sejam secretados e adicionados ao final do
flagelo crescente em uma ordem especifica (YONEKURA; MAKI-YONEKURA;
NAMBA, 2002). Em V. cholerae, a transcri¢cdo dos genes flagelares € organizada em
guatro classes génicas (Figura 5). A classe | é composta apenas pela FIrA (homéloga
a FleQ), regulador principal da formacao do flagelo, que, juntamente com a RNA
polimerase-o°*, ativa a expresséao da classe Il. Os genes incluidos na classe Il formam
componentes estruturais como anel MS (membrana/supramembrana), switch, aparato
de secrecao e os genes reguladores: FIrB, FliA (028), FIhG (homéloga a FleN) e FirC.
Esta dltima proteina, juntamente com a RNA polimerase-o ®, ativa a expresséo da

classe lll que engloba o corpo basal, o gancho e a flagelina, FlaA. E, por fim, a RNA
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polimerase-0?® ativa a expressdo da classe IV que inclui genes de filamentos
adicionais, bem como genes motores (PROUTY; CORREA; KLOSE, 2001).

Figura 5 — Esquema da via metabdlica de formacéo do flagelo em Vibrio cholerae.

Classe | Classell Classelll ClasselV
(dependente (dependente (dependente
de FIrA e 0%%) de FIrC e 0%¢) de gZ8)

FIrB ' Gancho Motor das
— FIA — FIfC =  docorpo Flagelinas
(FleQ) Anel MS basal ——Figm
T FIhG (Flen) FlaA
FIhF
Flia

Fonte: adaptado de CORREA; PENG; KLOSE, 2005.

Em P. aeruginosa, FleN & uma proteina que contém 280 amino acidos,
apresenta um dominio derivado do Walker A que forma um P-loop, interagindo com o
fosfato do ATP e apresentando atividade ATPasica (KOONIN, 1993; DASGUPTA,;
RAMPHAL, 2001; BARAQUET; HARWOOD, 2013). Por ser uma derivacdo do
dominio Walker A, esta proteina apresenta baixa atividade ATPasica (BARAQUET,;
HARWOOD, 2013). Segundo Leipe e colaboradores (2002) e Kazmierczak e
Hendrixson (2013), FleN é pertencente a classe de proteinas de ligacdo a
nucleotideos, SIMIBI, que estéo relacionados com particdo ou localizacdo de outros
componentes celulares em eucariotos e procariotos.

Em P. aeruginosa e em V. cholerae, a delecdo de fleN gera uma sobre
expressao dos genes estruturais e regulatorios da formacao do flagelo, levando a um
fendtipo multiflagelado que apresenta uma motilidade deficitaria (DASGUPTA;
ARORA; RAMPHAL, 2000; DASGUPTA; RAMPHAL, 2001; KAZMIERCZAK;
HENDRIXSON, 2013). Os flagelos ndo sdo imdveis, mas nao apresentam uma
natacdo direcionada (DASGUPTA; ARORA; RAMPHAL, 2000; KAZMIERCZAK;
HENDRIXSON, 2013). Ja a sobre expressao de FleN reduz a flagelacdo em P.
aeruginosa (DASGUPTA; RAMPHAL, 2001). A delecdo de fleN leva a formacao de
até dez flagelos por célula em V. cholerae, podendo estar dispostos em lofotriquios
ou anfitriquios (Figura 6) (CORREA; PENG; KLOSE, 2005). Apds alguns dias de

incubagéo, o mutante para fleN de V. cholerae recupera sua motilidade e diminui o
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namero de flagelos, possivelmente porque a sobre expressao flagelar seja deletéria,
0 que poderia levar a um mecanismo compensatoério de regulacdo da expressao de
FIrA (homoélogo a FleQ) ja que a formacdo de flagelo demanda muita energia
(CORREA; PENG; KLOSE, 2005).

O mutante de fleN de V. cholerae apresenta uma taxa dez vezes menor de
infeccéo que a selvagem, mas com mesmas medidas de toxinas liberadas (CORREA;
PENG; KLOSE, 2005), evidenciando que a delecao ndo alterou sua viruléncia.

Figura 6 — Microscopia eletrénica de transmissdo de Vibrio cholerae selvagem (A) apresentando
apenas um flagelo polar e os mutantes AflnG (homdloga a fleN em V. cholerae) com multiflagelacao
em lofotriquio (B) e anfitriquio (C).

A B C - \
“- ™
~_ fihG Pt flhG - P

Fonte: adaptado de CORREA; PENG; KLOSE, 2005.

FleN apresenta uma atividade antagbnica a FleQ, que € um regulador
transcricional de genes estruturais e reguladores para a formacao do flagelo que sdo
importantes para a manutencdo do unico flagelo de P. aeruginosa (HARSHITA;
CHANCHAL; JAIN, 2016). A delecdo de fleN em V. cholerea mostrou uma elevada
expressdo de FleQ, o que leva a hipétese de que esse fato pode contribuir para a
super expressao de genes flagelares, culminando na multiflagelacdo (CORREA;
PENG; KLOSE, 2005). Ja em P. aeruginosa, FleN inibe a atividade ATPasica de FleQ
(BARAQUET; HARWOOD, 2013). De modo geral, o mecanismo de controle da
expressao da classe Il dos genes da transcricao flagelar ocorre pela hidrolise de ATP
gue promove a remodelagem do complexo fechado da o°-RNA polimerase, o que
permite que a fita de DNA se posicione no sitio ativo da RNA polimerase (BOSE et al.,
2008; BUSH; DIXON, 2012). O fator o > direciona a ligacdo da RNA polimerase ao
promotor, formando um complexo fechado que deve ser aberto por FleQ ao hidrolisar
ATP, remodelando a holoenzima e permitindo a formagédo da bolha de transcricdo
(BUSH; DIXON, 2012) (Figura 7).



19

Figura 7 — Esquema da mudanca de conformacdo do complexo
fechado (CF) da holoenzima g%*-RNA polimerase para o complexo
aberto (CA) pela atividade ATPésica da proteina potenciadora de
ligagcdo (EBP: FleQ), permitindo a formacdo da bolha de
transcricdo no DNA.

ATP

Complexo aberto (CA)

Fonte: adaptado de BUSH; DIXON, 2012.

Em Campylobacter jejuni, a delecdo de fleN lava a formacédo de minicélulas
(BALABAN; HENDRIXSON, 2011), mas o mecanismo de ac&o ainda néo é conhecido.
Sugere-se que FleN localize a formacgéo do anel MS que inibiria a formacao do septo
no polo (KAZMIERCZAK; HENDRIXSON, 2013). Porém essa delecdo nao apresenta
0 mesmo efeito em P. aeruginosa (KAZMIERCZAK; HENDRIXSON, 2013). FleN pode
estar associada com a localizacdo flagelar, visto que esta proteina apresenta
interacdo com a atividade GTPasica de FIhF como ocorre em Vibrio alginolyticus
(KUSUMOTO et al., 2008; KAZMIERCZAK; HENDRIXSON, 2013).

1.4 Relacéo entre flagelo e biofilme

Tao relevante como a natacao, o biofiime também apresenta uma importante
relacdo com a infeccdo de X. citri em citros. Trata-se de uma matriz de

exopolisacarideos, DNA, proteinas e restos celulares que pode agregar uma Unica
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espécie bacteriana ou um consoércio microbiano que se adere a uma superficie ou se
encontra na forma planctonica (KUMAR et al., 2017; ROY et al., 2018). Esse sistema
proporciona prote¢cdo em habitats inospitos, o que €& considerado de extrema
importéancia para ciclos de enfermidades bacterianas em plantas e animais
(MALAMUD et al., 2011).

A formacdao do biofilme (Figura 8) se inicia pela adesao da bactéria plancténica
a superficie para que seja formado um cluster que ira crescer e recrutar outras células
para seu crescimento e formacao da micro coldnia. Na porcao interior desta estrutura,
encontra-se uma organizacao celular em forma de torres que se mantém unidas pela
presenca de uma matriz de exopolisacarideo que contém restos de células mortas,
DNA e proteinas (LI; WANG, 2011; MALAMUD et al., 2013). ApOs essa adesdao, a
colénia comeca a se dispersar através da liberacdo de bactérias das micro colénias
(MALAMUD et al., 2013).

Figura 8 - Esquema da sequéncia de formacao do biofiime em Xanthomonas citri subsp. citri.

Siruns de
Células i Matriz de
plancténicas biofilme
Dressprunclirmesiion fisico madura
e de maperacio
Proiifr i Pl fipa 1V i i
Flagela ciz wae Monocamada 7 == Micro colénia __
quirmictsia de i aderida midade  CTESCENdD  eos

g de modlidade
B — N —— S —— S

Progeirees, DM A
o U SO

= - ~ - EPS, LIPS
e de adesin Do de adesio ik

(1= 1

Fonte: adaptado de LI; WANG, 2011.

Segundo Karatan e Watnick (2009), o flagelo permite que a bactéria nade em
direcdo a um nutriente associado a uma superficie e/ou uma substancia atrativa
liberada por células aderidas, ou desloque-se no contra fluxo de substancia nocivas.
Em Escherichia coli, a auséncia de flagelo ndo permite a formacdo de um biofilme
organizado. Segundo Van e Michels (2005) seria pela importancia que esta estrutura
apresenta na superacao a repulséo de determinadas superficies.

Nosso grupo tem trabalhado no desenvolvimento de marcadores intracelulares

gque sao utilizados em screenings de antimicrobianos (SILVA et al., 2013; UCCl et al.,
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2014; KROL et al., 2015; LORENZONI et al., 2017), tais como proteinas do tipo ParA.
Estas proteinas sdo ATPases que operam diversas funcées em bactérias, dentre elas:
segregacao cromossémica (ParA tipica, expressa normalmente por gene em mesmo
operon que parB (MIERZEJEW SKA; JAGURA-BURDZY, 2012)), divis&o celular (MipZ
em C. crescentus (THANBICHLER; SHAPIRO, 2006)), quimiotaxia (ParC, V. cholerae
(RINGGAARD et al., 2011)) e motilidade (P. aeruginosa (BARTOSIK et al., 2009)). No
caso de motilidade em P. aeruginosa, a falta de ParB, e consequentemente a auséncia
do par integro ParA/B envolvidos com segregacdo cromossdmica, promove efeitos
pleiotrépicos, sendo um deles a alteragédo de motilidade do tipo swimming (BARTOSIK
et al., 2009). Durante o ciclo celular bacteriano, cada vez mais observamos que tais
proteinas interligam processos e que tais associagdes constituem provavelmente
checkpoints para coordenar o funcionamento dos sistemas. Xanthomonas citri subsp.
citri possui diversas ORFs anotadas como parA. A tipica em operon com parB € a
XAC3905 (UCCI et al., 2014). Sabendo que estas parAs 6rfas podem estar envolvidas
em processos infecciosos de X. citri como em outros micro-organismos através da
formacéo de biofilme, quimiotaxia e motilidade (BARTOSIK et al., 2009; MALAMUD et
al., 2011; RINGGAARD et al., 2011), o presente trabalho visou identificar dentre ORFs

anotadas como tipo parA em X. citri alguma que tivesse relacdo com motilidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Buscar e caracterizar uma ORF tipo parA que seja essencial ou esteja
relacionada com motilidade em X. citri.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar ORFs do tipo parA em X. citri que possam estar relacionadas com
motilidade;

e Estudar se esta ORF é expressa em condi¢cdes naturais por X. citri;

e Verificar se a ORF € essencial para a motilidade em X. citri;

e Averiguar se esta ORF apresenta relacdo com formacéao de biofilme;

e Investigar possivel relacdo da ORF com divisao celular;

e Avaliar se esta ORF altera o potencial de infeccéo de X. citri.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Andlise estrutural por ferramentas computacionais

A sequéncia da ORF XAC1934, homologa a FleN de V. cholarea, foi
identificada em bancos de dados utilizando Blast (ALTSCHUP et al., 1990). Os
alinhamentos das sequéncias primarias de aminoacidos foram feitos com ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON T.J., 1994). A investigacdo de dominios proteicos
se utilizou do PFAM (FINN et al., 2015) e DELTA-BLAST (BORATYN et al., 2012).
Para a interacdo entre proteinas, foi utilizado o programa STRING (SZKLARCZYK et
al., 2017) e a estrutura terciéaria foi investigada com o programa Phyre2 (KELLY et al.,
2015).

3.2 Linhagens bacterianas e cultivo

A linhagem de Xanthomonas citri subsp. citri utilizada foi o isolado 306 (IBSBF
1594) (SCHAAD et al., 2006). Escherichia coli DH10B (F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araA139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL (StrR)
nupG) foi utilizada para as clonagens. Xanthomonas citri subsp. citri foi cultivada a
29°C em meio NYG (Peptona 5 g/L, extrato de levedura 3 g/L e glicerol 20 g/L) com
ou sem agar. Linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB a 37°C, acrescido ou
nao de agar (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Os antibidticos Ampicilina
e/ou Canamicina (20 pg/mL) foram adicionados aos meios de cultivo quando

necessario.

3.3 Geracgédo das cepas mutantes

Técnicas béasicas de Biologia Molecular e preparo de solucdes seguiram
Sambrook et al. (1989). Extracdo de DNA total de X. citri foi realizado com o kit Invisorb
Spin Tissue Mini (Invitek, codigo 10321003). Desenho de primers (APENDICE A, p.

54) foi realizado manualmente com checagem de estruturas secundarias,
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possibilidade de formacdo de dimeros e grampos com auxilio do programa livre
GeneRunner.

A verificagao da transcricao natural dessa ORF em X. citri foi feita por RT-PCR
com coleta do cultivo feito em NYG na fase exponencial de crescimento (log), extracéo
de RNA total seguindo protocolos da Qiagen e Fermentas e reacdo de PCR contendo
0,2 mM de dNTPs; 0,2 uM dos primers fleN F (Nhel) e fleN R (Xhol) (APENDICE A, p.
54); tampédo na concentracéo 1X e 1,25 U de Tag (Thermo) em um ciclo feito em
termociclador Bio Rad (modelo T100) com um patamar de 94°C por 3 min e um ciclo
de 94°C por 45 seg, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min repetidos 35 vezes. Para a
obtenc&o do fragmento XAC1934 (fleN) (APENDICE B, p.54), que foi utilizado para a
marcacdo com GFP (geen fluorescent protein), um PCR de alta fidelidade foi feito com
enzima Pfu (Thermo Scientific) mantendo as concentracbes descritas acima e
submetido ao ciclo em termociclador Bio Rad (modelo T100) de 94°C por 30 segq,
60°C por 1 min e 70°C por 2 min 30 seg repetidos 35 vezes com os primers fleN F
(Nhel) e fleN R (Xhol) (APENDICE A, p. 54). Com o objetivo de deletar essa ORF do
genoma de X. citri, foram feitas as amplificacfes dos fragmentos upstream (up34: XAC
2914884..2915755) e downstrem (dn34: XAC 2916593..2917465) dessas regides
(APENDICE C, p. 55) a partir de PCRs utilizando Phusion (Thermo Scientific) e 5% de
DMSO em termociclador Bio Rad (modelo T100) com mesmas concentracdes
descritas acima e ciclo de 98°C por 10 seg, 60°C por 30 seg e 72°C por 30 seg
repetidos 35 vezes e primers UpXAC1934F2 (Spel) e upXAC1934R2 (Bglll) para o
fragmento upstream; downXAC1934F2 (Bglll) e downXAC1934R2 (Spel) para o
fragmento downstream (APENDICE A, p. 54).

As sequencias foram averiguadas por sequenciamento de Sanger. Todos o0s
vetores para clonagem, expresséao de proteinas (em fusdo com GFP) e knockout em
X. citri foram desenvolvidos pelo grupo e estdo disponiveis em nosso laboratorio
(APENDICE D p. 55).

A transformacdo de X. citri seguiu o protocolo descrito pelo grupo com
modificacdes (FERREIRA et al., 1995). Xanthomonas citri subsp. citri foi cultivada em
100 mL de meio CG a 29°C e 200 rpm por 16 horas em shaker Innova (modelo 4230).
Massa celular referente a este cultivo (DOsoonm entre 0,4 e 0,9) foi coletada por
centrifugacéo a 1878 xg por 10 min a 4°C em centrifuga Eppendorf (modelo 5430R) e
lavada por trés vezes em agua Mili-Q gelada esterilizada (por centrifugagdo) para

remocdo completa de sais do meio de cultivo. Seguindo-se a ultima lavagem, células
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foram dissolvidas em 1 mL de agua gelada esterilizada e disposta em cubetas
(100 pL) de eletroporacao (Bio Rad) com separacdo de eletrodos de 0,2 cm. O
plasmideo de marcacéo de FleN com GFP (pKUS2 - APENDICE E, p. 55) inserido em
X. citri foi misturado as células nas cubetas e as mesmas foram submetidas a choque
de 2,4 kV por 5 ms. As células foram resgatadas em meio NYG e cultivadas por 4
horas com leve agitagcdo (100 rpm) em shaker Innova (modelo 4230) antes do
plagueamento em meio NYG sélido contendo Canamicina (20 pg/mL).

O knockout génico de fleN foi realizado através do mesmo processo de
transformac&o de X. citri. Porém, utilizando o plasmideo pKUS4 (APENDICE E, p. 55)

A comprovacao das delecdes foi feita por PCRs diagnésticos (APENDICE F,

p. 55) e posterior sequenciamento da regido deletada.

3.4 Selegcdo do mutante de X. citri expressando FleN-GFP

A integracédo de pKUS2 em amy ou no locus de fleN foi determinada pelo teste
do amido (APENDICE G, p. 55) em que os transfomantes XAC1934::pKUS2 e
amy::pKUS2 foram inoculados em meio NYG solido contendo 0,2% de amido e
mantidos em incubadora Ethik (modelo 411D) a 29°C por 24 horas para depois serem
expostos ao vapor de iodo.

Os mutantes com o crescimento mais proximos ao de X. citri selvagem foram
selecionados para microscopia. Portanto, as curvas de crescimento dos mutantes
XAC1934::pKUS2 e amy::pKUS2 foram feitas com cultura de células crescidas por 16
horas com sua DOsoonm ajustada para 0,1 em placas de 24 pogos com 1,5 mL como
volume final por poco em placa de poliestireno de 24 pocos para o inicio da curva. As
curvas foram feitas no leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek) em que foram feitas
leituras da DOsoonm @ cada 30 min por 48 h. As andlises foram feitas com uso do

programa Graphpad Prism 6 com regressao ndo-linear suavizada (LOWESS).

3.5 Confirmacéo da expressao da fuséo proteica FleN-GFP

A correta expressao da fusao proteica FleN-GFP foi averiguada por Western-
Blot em que foi feito um inéculo de XAC1934::pKUS2 e amy::pKUS2 em meio NYG

que foi induzido na DOsoonm 0,3 com uma concentracao final de 0,03% de arabionose
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e coletado ap6s 30 min para ser lavado com agua Mili-Q por centrifugacéo (1,5 mL de
amostra foi centrifugada a 10.000 xg por 1 min em centrifuga Eppendorf (modelo
5430R), descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de agua
Mili-Q, que foi centrifugado nas mesmas condic¢des para o pellet ser guardado. O pellet
foi ressuspendido em 100 pL de tampéo de lise (1 mL tris HCI pH 6,8 0,5M; 1,6 mL
SDS 10% e 5,4 mL de agua Mili-Q), submetido a 100°C por 5 min e centrifugado por
10 min a 12.000 xg em centrifuga Eppendorf (modelo 5430R). Cinquenta microlitros
do sobrenadante foram separados para quantificacdo de proteinas pelo kit da Bio-
Rad. ApGs a padronizacdo da concentracdo de todas as amostras, estas foram
submetidas a uma corrida em gel de poliacrilamida 12% por 2 horas a 100 V.

A eletrotransferéncia foi feita em membrana de PVDF durante uma hora com
uma corrente de 1,2 V/cm?. Foi utilizado anticorpo priméario anti-GFP policlonal feito
em coelho (Sigma-Aldrich) e secundario anti-rabbit feito em cabra acoplado a HRP
(Millipore). A revelagéo foi realizada com papel fotografico (Amersham Hyperfilm ELC

GE) que foi exposto ao revelador e fixador (Kodak).

3.6 Microscopias

Para a visualizacao do mutante expressando FleN-GFP, foi feito um pré-indculo
deste e de Xac WT (selvagem) em meio NYG, que foram mantidos a 29°C e 200 rpm
em shaker Innova (modelo 4230) por 16 horas. Ajustou-se a DOeoonm destes cultivos
para 0,1 e estes foram incubados nas mesmas condicdes até atingirem DOsoonm de
0,3 em que foram induzidos com arabinose na concentracdo final de 0,03%. A
observacéo foi feita em microscépio Olympus BX-61 com captura de imagem feita por
camera monocromatica Orca-Flash 2.8 Hamamatsu e uso do software CellSens
Dimension para o tratamento das imagens apos 30 min de inducdo com laminas
montadas com salina (NaCl 0,85%) estéril contendo agarose 0,9%.

A observacdo do mutante AfleNxac1934 (X. citri que apresenta delecdo da ORF
XAC1934) e de X. citri WT foi feita nas mesmas condi¢des, apenas nao havendo
inducdo com arabinose. Foram medidas entre 100 e 200 células com o software

CellSens Dimension.
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3.7 Formacao de biofilme pelo mutante AfleNxaci934

A interferéncia da expressao de FleN com a formagéao do biofilme em X. citri foi
averiguada pelo teste descrito por Yan et al. (2012) com modificacdes em que X. citri
WT e o mutante AfleNxac1934 foram incubados em meio minimo por 16 horas a 29°C e
200 rpm em shaker Innova (modelo 4230). A DOsoonm de cada cultivo foi ajustada para
0,3 e 7 mL de cada cultivo foram coletados e centrifugados a 1878 xg por 10 min em
centrifuga Eppendorf (modelo 5430R). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 7 mL de meio minimo a fim de retirar metabdlitos secundarios do
pré-inéculo. Um mL da cultura ressuspendida foi depositado em cada poco da placa
de poliestireno de 24 pocos da Kasvi (modelo K12-024) e esta foi incubada em
incubadora Ethik (modelo 411D) por 96 horas. Apés a incubacgéo, o meio foi retirado
e 1,5 mL de cristal violeta 0,1% (CV) foi adicionado em cada poc¢o e a placa foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente. O CV foi descartado e cada poco foi
lavado com 1,5 mL de agua mili-Q. Adicionou-se 1 mL de DMSO e a placa foi mantida
em agitacdo de 300 rpm em agitador Gehaka (modelo AO-330) por 16 horas. A leitura
de absorbancia foi feita em leitor de placas synergy (modelo H1, BioTek) usando-se o

lambda 595 nm. O experimento foi executado com seis réplicas.

3.8 Motilidade em superficie do mutante AfleNxaci1934

A relacdo da expressdo da ORF XAC1934 com a motilidade foi verificada pelo
teste de motilidade em superficie descrito por Malamud et al. (2011) com
modifica¢des. Pré-indculos de X. citri WT e AfleNxac1934 foram feitos em meio NYG e
incubados por 16 horas a 29°C e 200 rpm em shaker Innova (modelo 4230). As
DOsoonm foram ajustadas para 0,1 com meio NYG e estes indculos foram mantidos nas
mesmas condi¢cdes até que atingissem DOeoonm 0,3. Foram feitas inoculagdes
tangenciais em placas contendo NYGDb (0,25% de agar) mantidas em incubadora Ethik
(modelo 411D) a 21°C. Os halos de crescimento foram medidos com paquimetro

digital.
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3.9 Teste de fitopatogenicidade do mutante AfleNxaci1934

Para averiguar se a delecao de fleN alteraria a fitopatogenicidade de X. citri, foi
feito o teste de infiltracdo como descrito por Silva e colaboradores (2013) com
modificagcbes. Xanthomonas citri subsp. citri selvagem e o mutante AfleNxac1934 foram
cultivados em meio NYG liquido a 29°C e 200 rpm por 16 horas em shaker Innova
(modelo 4230) e suas DOsoonm foram ajustadas para 0,1 para que fossem incubadas
nas mesmas condic¢des até que atingissem DOsoonm 0,3. Dez mililitros destes cultivos
foram centrifugados a 1878 xg por 15 min em centrifuga Eppendorf (modelo 5430R) e
0 sobrenadante foi descartado. Os pellets resultantes foram ressuspendidos em 10
mL de salina estéril (NaCl 0,85%) e uma diluicdo 1:1000 foi feita em salina estéril. As
folhas de laranjeira doce Pera Rio de tamanho V4 (FUNDECITRUS, 2017) foram
previamente higienizadas com alcool 70% e as diluigbes foram infiltradas na face
abaxial das folhnas com uso de uma seringa sem agulha. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas e as folhas foram
retiradas apdés 15 dias. Este teste foi feito em triplicata.

O teste de aspersédo para comparacao de incidéncia e severidade entre X. citri
WT e o mutante AfleNxac1934 foi feito a partir de metodologia descrita por Li e Wang
(2014) com modificacBes. Os pré-inoculos das linhagens foram feitos em meio NYG e
incubados por 16 horas a 29°C e 200 rpm em shaker Innova (modelo 4230). Suas
DOsoonm foram ajustadas para 0,1 em meio NYG sob as mesmas condi¢bes de
incubacéo e esperou-se que atingissem DOgoonm 0,4 (108 células/mL), quando foram
centrifugados por 10 min a 1878 xg em centrifuga Eppendorf (modelo 5430 R).
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido no mesmo volume inicial
com salina estéril (NaCl 0,85%). As suspensdes foram aspergidas até o ponto de
escorrimento (aproximadamente 20 mL por planta) em plantas com folhas entre V4 e
V5 (FUNDECITRUS, 2017). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com
temperatura e umidade controladas e o desenvolvimento dos sintomas foi observado
apo6s 30 dias. Foi contada a porcentagem de folhas sintométicas para o calculo de
incidéncia. Para os dados de severidade foi utilizado o programa ImageJ (versao
1.8.0_191) em que foi possivel obter a area foliar total e contar o nimero de lesbes

para se fazer a proporcao de lesdes por area foliar. Esse teste foi feito em triplicata.



29

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Possivel fleN de X. citri

Em busca da existéncia de paralogos a parA (XAC3905) no genoma de X. citri,
utilizamos o programa Kegg (KANEHISA et al., 2017), que ja disponibiliza esta analise
on line. Identificamos onze ORFs/proteinas além de XAC3905 parecem ter a fungéo
de ParA, dentre estas, XAC1934 que estaria envolvida com quimiotaxia e motilidade
(APENDICE H, p. 55). A partir da busca reciproca dos melhores paralogos, quando
usamos XAC1934 como alvo, outras 7 proteinas foram listadas, e dentre elas
XAC3905 (APENDICE |, p. 55). Para entendermos qual o grau de identidade entre
XAC3905 (parA) e XAC1934 (fleN), fizemos uma analise do grau de identidade entre
estas sequencias mediado por alinhamento multiplo das sequéncias usando ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON T.J., 1994). Foi possivel observar que a identidade
entre as sequencias é reduzida, apenas 21%, mas este percentual eleva-se para 46%
se considerarmos modificacdo nos residuos com manutencdo de caracteristicas

guimicas (similaridade) (Figura 9).

Figura 9 - Alinhamento multiplo das sequéncias das proteinas ParA
(XAC3905) e FleN (XAC1934). A identidade total entre as sequencias foi de
21% e similaridade de 46%. J& a identidade restrita ao dominio ParA
(vermelho) foi de 52% com similaridade de 78%; enquanto a identidade
apenas do dominio ATPase (verde) foi de 95% com uma similaridade de

100%.
xaC_XAC3085 e _MARTIAIANQK
xac_¥AC1934 MPPVSFFALY TCGALPISPVLRSTTMQSREYAKLTNAFPLSATRPE PLGPYRTIAVTGEY
JE EEas %=
xac_XAC3985 GEVEK TTTAVHLAAGL ARAPKRVL LVDLDSQGNATMGSGIDKRDVAASTCD L LLGENSAR
xac_XAC1934 GEVEK TNISANLAVALADMGKRTLLLDADLG- - LANLDVVLGLAPKYTLADLTAGRCTLD
$$$$$$ . *** *’3 B ** . = L= - *H: *, 0=
xac_XAC39@5 QIRVTAPEGFOLLPGNIDLTAAE IQLMDOGEREQRLKRALAPTRDEYDFILIDCPPALSL
xaC_XAC1934 EVIIEGPGGVLVVP - --AASGRRHIAELAP HQHIGLVHVFSELE%DLDUTWIDT#aGITD
' k3 3 T I - .
xaC_XAC3085 LTLHALTAADSTTVPMOCEYYALEGLTALLETIEALR------- - ANLMPALEIEGYLR
®aC_XAC1934 SULTFCQHhQDTUVVM DEJHSITDH\ﬂLIkVLSQERGVDRLQI[HJrU%DPNEGRLL\D
3 s I . EETE
®ac_XAC3985 TMFDIRNNLANAVSAELTEHF G- DKVFRTIVPRNVRLAEAPSHGEQS IVEYDRTSRGGVAY
wac_¥AC1934 kLSRVCEhFLGJUSLN\LGFUPQDD4LRLSVQRQQPVIK#YPHSJSAQAIaEIAQRTSHP
& . 5
xac_XAC3985 LGLAGETVRRONDRMKAVRPVETY

xac_XAC1934 QAPTVPRGNVEFFVERIIQRGVAA

Fonte: dado da pesquisa.
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Esta andlise corroborou os dados de conservacdo de dominios pré-
estabelecido pelo PFAM (FINN et al., 2015). As Tabela 1 e Tabela 2 exemplificam
esta conservacdo de dominios em XAC3905 e XAC1934 e dados dos demais
ortélogos sao mostrados no apéndice J (p. 55). Da mesma forma, a andlise de
interacao das proteinas fazendo uso do programa String (SZKLARCZYK et al., 2017),
revelou que as mesmas estdo associadas com diferentes proteinas, mas cujas
funcdes bioldgicas (celulares) sdo essencialmente as mesmas das proteinas alvos
(Tabela 1, Tabela 2 e APENDICE J). Para a rede de interacdo das proteinas
associadas a XAC3905 nota-se a presenca majoritaria de proteinas que compdem o
divisoma, enquanto para XAC1934 a interacao é majoritaria com proteinas do flagelo.

Na tentativa de se compreender o quao impactante é esta baixa identidade de
residuos apresentados na figura 9 e se as diferencas das proteinas que compdem a
rede de interacbes (Tabela 1 e Tabela 2) seriam decorrentes de mudancas na
conformacado estrutural das proteinas, uma analise in silico foi feita usando-se o
programa Phyre2 (KELLY et al., 2015). Os resultados mostraram que, apesar de
apresentarem funcdes biologicas distintas, reduzido grau de identidade e distinta rede
de interacdo proteica, ambas proteinas apresentam similar conformacao estrutural
(Figura 10).

Utilizando a ferramenta DELTA-BLAST (BORATYN et al., 2012) para analisar
a sequéncia de XAC1934, observamos que esta apresenta maior hit com FleN
(APENDICE K, p. 55 e Figura 11). Comparando a FleN de V. cholerae por DELTA-
BLAST (APENDICE L, p. 55) com a ORF XAC1934, verificamos que ambas
apresentam os mesmos dominios, incluindo o dominio FleN. Todas estas analises
preliminares nos levaram a selecionar XAC1934 como um excelente alvo de estudo

funcional.



Tabela 1 - Analise da composi¢do dos dominios de XAC3905 seguido de andlise por rede de
interac@o proteina-proteina. As cores das linhas nas redes de interagdo representam: verde —
vizinhanga gendmica, vermelho — fusdo génica, azul — coocorréncia génica, magenta — descricao
textual, preto — coexpressao génica ou proteica e azul claro — homologia.
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XAC3905 ~

pf :Ferd_NifH
|
pf iArsfi_ATPase
W
]
pf :ARA_19
|
pf 1SRPS4
]
pf :MobB
N6 Acesso Anotacdo
XAC0192 | XAC0192 | Proteina de particdo; Identificada por similaridade de sequéncia;
putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
XAC2433 | XAC2433 | Resolvase; Identificada por similaridade de sequéncia; putativa;
ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
XAC3904 | XAC3904 | Proteina n&o caracterizada; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
XAC3905 | XAC3905 | Proteina de particdo crombmica; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
XACa0018 | XACa0018 | Proteina de particdo A; Identificada por similaridade de sequéncia;
putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
amy XAC0798 | Alfa-amilase; Identificada por similaridade de sequéncia; putativa;
ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
dnaA XAC0001 | Proteinainiciadora de replicagdo cromossomal DnaA; Desempenha
uma funcd@o importante na iniciacdo e regulacdo da replicacdo
cromossomal. Liga-se & origem de replicacdo; liga-se
especificamente a fita dupla de DNA em um consenso de 9 pb
(dnaA box)- 5-TTATC[CAJA[CA]JA-3’. DnaA se liga ao ATP e aos
acidos fosfolipidicos.
ftsK XAC2006 | DNA translocase FtsK; Proteina essencial de diviséo celular que
coordena a divisdo celular e segregacdo cromossbmica. A regiao
N-terminal est4 involvida na montagem da maquinaria de divisao
celular. A regido C-terminal funciona como um motor de DNA que
move 0 dsDNA de uma forma dependente de ATP para o sitio de
recombinacdo dif, que esté localizado dentro da regido terminadora
de replicac@o. A translocacao para especificamente nos sitios Xer-
dif, onde FtsK interage com a Xer recombinase, permitindo a
ativagdo da desnaturagdo do cromossomo pela recombinacéo.
Sequéncias polare que orientam a FtsK (KOPS) guiam a dire¢édo do
DNA transl [...]
mcrB XAC3907 | Proteina de resisténcia a Mitomicina; Identificada por similaridade
de sequéncia; putativa; ORF localizada por
Blastx/Glimmer/Genemark.

31



parB XAC3906 | Proteina de particdo cromossdmica; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark;
Pertence a familia ParB.

wbnF XAC3908 | Epimerase do agucar nucleotidico; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.

Fonte: dado da pesquisa.
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Tabela 2 - Analise da composi¢éo dos dominios de XAC1934 seguido de analise por rede de interacao
proteina-proteina. As cores das linhas nas redes de interagdo representam: verde — vizinhanga
gendmica, vermelho — fusdo génica, azul — coocorréncia génica, magenta — descri¢do textual, preto —
coexpressdo génica ou proteica e azul claro — homologia.

S 100 1% 200 250 300
pF sAAA_31
_— I
pf :AAA_ZE pf tRARA_Z6
I I
pF tRAR_Z5 pf :Pard
p¥ :Ferd_NifH
I
pfYhja
pf:Chin
I
pF:MipZ
I
pf :APS_kinase
I
pfivircl
—_—
pf :ArsA_ATPase
L
pF :SRPS4
pf tRAA_24
N6 Acesso Anotacao
XAC1930 | XAC1930 | Proteina relacionada com quimitaxia; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
XAC1932 | XAC1932 | Proteina de guimitaxia; Identificada por similaridade de sequéncia;
putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
chez XAC1931 | Fosfatase CheZ; Desempenha uma importante funcéo na via de sinal
de transducéo quimiotético bacteriano, acelerando a desfosforilagéo
da CheY fosforilado (CheY-P).
fleN XAC1934 | Proteina determinadora de sitio; Identificada por similaridade de
sequéncia; putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark;
Pertence a familia das ParAs.
fleQ XAC1967 | Regulador transcricional; Identificada por similaridade de sequéncia;
putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
flhA XAC1936 | Proteina de biossintese flagelar FIhA; Requerida para formagéo de
estruturas de bastonete do aparato flagelar. Juntamente com Flil e
FliH, pode constituir a maquinaria de exportacdo da flagelina.
flnF XAC1935 | Proteina flagelar; Identificada por similaridade de sequéncia;
putativa; ORF localizada por Blastx/Glimmer/Genemark.
fliA XAC1933 | Fator sigma da RNA polimerase FliA; Fotores sigma séo fatores de
iniciacdo que promovem a ligcdo da RNA polimerase ao sitio
especifico de iniciacdo para serem liberados posteriormente. Este
fator sigma controla a expressdo dos genes relacionados ao flagelo.
fliCc XAC1975 | Flagelina; Flagelina é a subunidade proteica que polimeriza a
formagdo dos filamentos do flagelo bacteriano.
fliM XAC1947 | Proteina switch do motor flagelar FliM; FliM é uma das trés proteinas
(FIiG, FIliN, FliM) que forma o complexo switch do rotor montado (C
ring), localizado na base do corpo basal. Este complexo interage com




CheY e CheZ proteinas quimiotaticas, além de contatar componetes
do motor que determinam a dire¢éo da rotaca flagelar.

fliN XAC1946

Proteina switch do motor flagelar FliN; FIiN é uma das trés proteinas
(FIiG, FIliN, FliM) que forma o complexo switch do rotor montado (C
ring), localizado na base do corpo basal. Este complexo interage com
CheY e CheZ proteinas quimiotaticas, além de contatar componetes
do motor que determinam a dire¢éo da rotaca flagelar.

Fonte: dado da pesquisa.

Figura 10 - Andlise da conformacdo estrutural de ParA e FleN de
Xanthomonas citri subsp. citri. Nota-se que as estruturas sdo muito similares
(A) mantendo inclusive as mesmas composi¢cdes dos bolsos cataliticos

(pockets) em vermelho (B).
Model = c2ozeA (PDB) ParA FleN Model = c5j1jA (PDB)

Alin =255 aa
C=100%
Cov =96%

Alin =269 aa
C=100%
Cov = 84%

Fonte: dado da pesquisa.
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Figura 11 - Dominios dos hits apresentados pela sequéncia de amino acidos da ORF XAC1934 na
analise por DELTA-BLAST.

Conserved domains on [lcl|Query_40932] View | Standard Results v | @
identified by sequence similarity; putative; ORF | - 2915666: 2916625 MW: 34273.152
Protein Classification L]

MinD/ParA family protein (domain architecture ID 11418836)

MinD/ParA family protein similar to flagellum site-determining protein FIhG (also known as YIxH, FleN, MinD2, or MotR), an MinD-like ATPase that regulates location and
number of bacterial flagella during C-ring assembly

Graphical summary Zoom to residue level BRI UC R LLEES o

1 50 100 150 200 250 300 319

Query seq.
Specific hits

Non-specific

hits | cellulose_yh,jo
Superfanilies CbiA superfamily
PRK13869 superfamily
Fer4_NifH superfamily
4 »
Search for similar domain architectures | @ ' Refine search | @

List of domain hits e
Name Accession Description interval E-value
[H FInG C0G0455 MinD-like ATPase involved in chromosome partitioning or flagellar assembly [Cell cycle control, ... 67-316  1.97e-50
[+ FleN-like cd02038 FleN is a member of the Fer4_NifH superfamily. It shares the common function as an ATPase, ... 67-257 4.02e-37
[+ CbiA pfam01656 CobQ/CobB/MinD/ParA nucleotide binding domain; This family consists of various cobyrinic acid ... §52-260 2.15e-10
[H cellulose_yhjQ TIGR03371 cellulose synthase operon protein YhjQ; Members of this family are the YhjQ protein, found ... 67-289 5.39¢-03

Fonte: dado da pesauisa.

4.2 Expressao de XAC1934 por X. citri

Para que pudéssemos verificar a expressao inata da ORF XAC1934 por X. citri,
executamos o experimento de RT-PCR no qual é possivel verificar que ocorre a
expressao natural na fase log de crescimento de X. citri. Como pode-se observar na
figura 12, na qual € possivel observar a presenca da banda correspondente ao
fragmento desta ORF (996 pb) no RT, indicando-nos que houve a conversao do RNAm
(mensageiro) da ORF em cDNA (fita de DNA complementar ao RNAm) por RT-PCR

gue, por sua vez, foi convertido em DNA de fita dupla por PCR convencional.
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Figura 12 - Gel de agarose 0,7% do RT-PCR de fleN (996 pb)
(3), extracé@o de RNA total de X. citri contaminada com DNAg (1),
extracdo de RNA apds tratamento com DNase (2) e padréo de
tamanho molecular (P).

1000 pb 996 pb

750 pb

Fonte: dado da pesquisa.

4.3 Auséncia de localizacado da proteina de XAC1934 e interferéncia na formacao

do septo divisional em X. citri

A transformacéo feita em X. citri com pKUS4 e resultante mutante de delecéo
AfleNxac1934 para posterior observacdo em microscopia de fluorescéncia néo
modificou drasticamente seu padrédo de crescimento em relagdo a X. citri selvagem
(Figura 13). E possivel verificar que o mutante apresentou apenas uma maior
aceleracdo na sua fase de morte celular com uma velocidade especifica de morte
maxima (Umax.) de -0,158 h1, enquanto que a selvagem apresentou um pmax. de -0,135
h* (SCHMIDELL et al., ), evidenciando que ndo se trata de um gene essencial ao

crescimento de X. citri.
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Figura 13 - Gréfico das médias dos padrdes de crescimento observados pela X. citri
selvagem (P1) e o mutante AfleNxac1934 (P2).

1.5-

--- P2

0.0 T T

0 20 40
tempo (h)

Fonte: dado da pesquisa.

Para que lograssemos uma certeza na observacao da proteina correta marcada
com GFP em microscopia de fluorescéncia, verificamos sua devida expressao atraves
experimento de Westrn-Blot (Figura 14), no qual pode-se observar que os mutantes
com integracdo de pKUS2 no locus da ORF e em amy apresentam uma expressao
adequada pela presenca da banda correspondente a massa molecular da fuséo
proteica FleN-GFP (62,6 kDa). Todavia, ndo ha uma regulacéo precisa do promotor
induzido por arabinose, pois ha a presenca da banda correspondente a fusédo proteica
antes da inducéo. Porém, os mutantes com integracdo plasmidial no locus da ORF,
com excecdo do mutante numero 3, apresentaram niveis de expressao esperados,
assim como 0os mutantes com integracdo em amy.

A microscopia de fluorescéncia com o mutante expressando FleN-GFP
(amy::pKUS2) (Figura 15) revelou que ndao ha uma localiza¢do subcelular de FleN em
X. citri por ndo apresentar nenhum foco de fluorescéncia nas microscopias
observadas, mas sim uma fluorescéncia dispersa por toda a célula como pode-se
verificar na figura 15C com a sobreposi¢cdo das camadas de contraste de fase e
fluorescéncia. Este resultado nos sugere que FleN de X. citri ndo estaria associada a

localizacao flagelar como descrito por Kazmierczak e colaboradores (2008; 2013) em
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V. alginolyticus, pois, em seu estudo, esta proteina apresenta interagdo com a

atividade GTPésica de FIhF neste micro-organismo.

Figura 14 - Western-Blot dos mutantes XAC1934::pKUS2 e amy::pKUS2 expressando FleN-
GFP (62,612 kDa). Xanthomonas citri subsp. citri contendo pGCD21 (C+), X. citri selvagem
(WT), padrdo de massa molecular (P), mutantes com integracdo no locus da ORF
(sublinhados), mutantes com integracdo em amy (ndo sublinhados) antes da inducédo (a),
depois da indugédo (b), mutantes (namero).

2b 3a__3b 5a_5b 1la 1b 4a 4b 7a 7Tb

60 kDa 62.6 kDa

35 kDa

25 kDa

Fonte: dado da pesquisa.



Figura 15 — Microscopia de fluorescéncia com o mutante de FleN-GFP com aumento de 100X em
contraste de fase (A), fluorescéncia de GFP (B) e sobreposi¢éo destas duas camadas (C).
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Fonte: dado da pesquisa.
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Com a finalidade de verificar se FleN de X. citri estaria associada com a
localizacdo da formacéo do anel MS (membrana/supramembrana), estrutura flagelar,
gue inibiria a formacdo do septo no polo celular (KAZMIERCZAK; HENDRIXSON,
2013), fizemos a microscopia de contraste de fase com o mutante deletado
(AfleNxac1934) e X. citri WT (Figura 16). Tal experimento nos revelou que ndo ha
interferéncia de FleN de X. citri com a localizag&o da formacgé&o do septo, pois nenhuma
minicélula foi observada nos mutantes e os comprimentos celulares apresentaram
uma média de 2,65 pm em X. citri WT e 2,63 um em AfleNxac1934. Sabendo-se que se
tratam de dados normais pelo teste de Shapiro-Wilk, estes apresentaram um valor p
do teste t de 0,74, sendo bem maior que 0,05, ou seja, ndo havendo diferenca
significativa entre as médias. Portanto, divergindo do estudo em C. jejuni realizado por
Balaban e Hendrixson (2011). Este resultado em X. citri apresenta o mesmo padréo
observado no trabalho feito por Kazmierczak e Hendrixson (2013) em P. aeruginosa

gue também n&o apresentou minicélulas em seu mutante.

Figura 16 — Microscopia de contraste de fase com aumento de 100X de X. citri WT (A) e do mutante
AfleNxac1934 (B).

A ‘ & il B -

)'.’-/ A\

Fonte: dado da pesquisa.

4.4 XAC1934 néo interfere na formacao de biofilme de X. citri

Com a finalidade de verificar se XAC1934 estaria relacionada a formacéo de
biofilme evidenciado por Malamud e colaboradores (2011), realizamos o experimento
de biofilme (Grafico 1) que nos revelou que a delecdo da ORF n&o acarreta em
mudancas na formacéo de biofilme em X. citri como previsto para outros genes
relacionados a motilidade (MALAMUD et al., 2011). A média da leitura da DOsgsnm de
X. citri WT foi de 1,43 e do mutante AfleNxac1934 foi de 1,49, com um valor p de 0,74
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do teste t, uma vez que se tratam de dados normais pelo teste de Shapiro-Wilk, o que

nos revela uma diferencga néo significativa por ser um valor bem acima de 0,05.

Grafico 1 — Médias das leituras das DOsesnm do teste de biofilme corado com
cristal violeta do mutante AfelNxaci934 (AfleN) e de X. citri selvagem (WT). Barras
representam o desvio padréo das leituras.
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Fonte: dado da pesquisa.

4.5 Interferéncia de XAC1934 com motilidade de X. citri

Como pode-se ver na figura 17, FleN se mostrou essencial para a motilidade
de X. citri uma vez que o mutante AfleNxaci1934 apresentou uma formacéo de halo de
2,9 mm em média e em X. citri WT de 9,23 mm nas primeiras 24 horas de incubacao.
Essa diferenca aumentou apos 48 horas de incubacéo, em que o mutante apresentou
um halo de 10 mm em média e X. citri WT de 25,5 mm (Grafico 2). Sabendo-se que
os dados sao normais pelo teste de Shapiro-Wilk, fizemos o teste de Tukey que
comprovou a diferenca significativa, pois, com uma DMS (diferenca minima
significativa) de 3,33, a diferenca entre as médias de X. citri WT e do mutante foi de
6,33 no tempo de 24 horas e de 15,5 para o tempo de 48 horas. Este resultado
corrobora o estudo de Correa, Peng e Klose (2005), no qual V. cholerae perde seu

potencial de natacédo ao se deletar flhnG (homélogo a fleN).



Figura 17 — Placas de NYGb apresentando os halos de motilidade de X. citri

selvagem (A) e do mutante AfleNxacie34 (B) ap6s 24 horas (1) e 48 horas (2) de
incubacao.

Fonte: dado da pesquisa.

Grafico 2 — Média dos diametros da formacgéo dos halos de motilidade medidos em
milimetros da X. citri selvagem (WT) e do mutante de fleN (AfleN) apos 24 e 48
horas de incubacéo. Barras representam o desvio padrdo das medidas.
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Fonte: dado da pesquisa.
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4.6 XAC1934 néo altera a patogenicidade de X. citri

Para averiguarmos se a auséncia da ORF teria relagdo com a perda de
fitopatogenicidade, foi realizado teste de infiltragdo. Como pode ser observado na
figura 18, ndo houve alteracdo detectada no mutante devido a formacgao de pustulas,
sintomas caracteristicos das les6es ocasionadas por X. citri, em ambas regides

foliares: contendo o mutante e X. citri selvagem.

Figura 18 — Teste de fitopatogenicidade da X. citri selvagem
(WT) e do mutante AfleNxac1934 (AfleN) visto pela face adaxial
(A) e abaxial (B). Controle negativo com salina estéril (C-).

A B

WT

AfleN

Fonte: dado da pesquisa.

Visto que os dados sdo normais pelo teste de Shapiro-Wilk, o teste t revelou
gue ndo ha uma diferenca significativa entre as porcentagens de incidéncia de X. citri
WT e do mutante AfleNxac1934 nO teste de asperséo (Grafico 3), por apresentar um
valor de p de 0,37 (muito superior a 0,05). Porém, o mutante revelou um potencial de
diminuicdo da incidéncia da bactéria ja que a média de X. citri WT foi de 51,42% e do
mutante de 35,81%. A ndo significancia do resultado obtido se deve a grande
amplitude do desvio padrdo uma vez que o mutante apresentou desde 16,66% a 60%

de incidéncia e X. citri selvagem de 33,85% a 62,07%.
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Gréafico 3 - Porcentagem de incidéncia nas folhas da laranjeira doce Pera Rio
aspergida com X. citri selvagem (WT) e mutante de fleN (AfleN). Barras
representam o desvio padrdo das médias.
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Fonte: dado da pesauisa.

Comprovada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, fizemos o
célculo de severidade que também nédo apresentou diferenca significativa entre os
valores de severidade de X. citri WT e do mutante deletado, pois apresentou um valor
p de 0,73 (muito superior a 0,05). Porém, também vemos uma tendéncia de aumento

da severidade com a delecéo de fleN (Grafico 4).

Gréfico 4 — Taxa de severidade dado por lesBes por area foliar de laranjeira doce
Pera Rio aspergida com X. citri selvagem (WT) ou mutante de fleN (AfleN). Barras
representam o desvio padréo das triplicatas.
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Fonte: dado da pesauisa.
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Esses resultados nos sugerem que, talvez, a delecdo de fleN prejudique a
natacdo da bactéria fazendo com que esta ndo consiga apresentar uma motilidade
eficiente na folha e infecte a primeira regido de contato foliar como podemos observar
na figura 19 em que h& uma concentracdo em uma parte da folha de laranjeira que
estava presente em 10,34% das observacdes. O que corroboraria o estudo de Correa,
Peng e Klose (2005) em V. cholerae em que o mutante de delecéo de fleN apresentou
uma diminuicdo de dez vezes na sua taxa de infec¢cdo, mas mantendo a viruléncia por

permanecer com as medidas de liberacao de toxinas.

Figura 19 — Folhas de laranjeira doce Pera Rio aspergidas
com X. citri WT (A) e AfleNxac1934 (B) apds 30 dias em casa
de vegetacdo. Regido concentrada com lesdes (flecha preta).

A B

Fonte: dado da pesauisa.
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5 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados revelam uma faceta até entdo desconhecida
sobre a motilidade em X. citri, que sugerem o envolvimento do produto da ORF
XAC1934 com a motilidade neste micro-organismo. Levando-nos a concluir que esta
ORF seria a homologa de fleN de V. cholerae e P. aeruginosa.

Por meio de andlises in silico, verificamos que h&d uma grande homologia da
ORF XAC1934 com fleN de outros micro-organismos, corroborando nossa visédo de
gue parAs apresentam funcdo de motilidade também em X. citri, sendo naturalmente
expressa em sua fase log do crescimento. Estes resultados foram constatados com o
experimento de motilidade que provaram a essencialidade do produto desta ORF para
tal fendtipo.

Embora a microscopia de fluorescéncia ndo tenha apresentado localizacéo
subcelular em X. citri, evidenciando a auséncia de sua participacdo na localizacéo
flagelar e interferéncia na formacé&o do septo divisional, 0 mutante apresentou uma
potencial alteracdo em sua infeccdo in planta com o experimento de aspersao,
sugerindo a essencialidade da motilidade bacteriana no processo de infeccéo por X.
citri.

O experimento de biofilme relevou que fleN de X. citri ndo apresenta relacao
com a formacéo do biofilme neste micro-organismo. Nao obstante, este gene mostrou
ser um potencial alvo para novos antimicrobianos a serem testados contra o cancro
citrico.

Contudo, experimentos de microscopia eletronica de transmissédo devem ser
feitos com a finalidade de verificar a presenca de células multiflageladas como
observado em V. cholerae (CORREA; PENG; KLOSE, 2005) e P. aeruginosa
(DASGUPTA; ARORA; RAMPHAL, 2000). Como também a verificacdo de possivel
interacdo de FleN com o DNA gendémico (KAZMIERCZAK; HENDRIXSON, 2013) e
alteracdo no nivel de expressdo da classe Il dos genes flagelares (PROUTY;
CORREA; KLOSE, 2001).
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APENDICE A - Tabela dos primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos fleN, up34 e

dn34.
Nome do primer Sequéncia
fleN F (Nhel) AAAGCTAGCAGGAGGAAAGATCCATGCCAATGCCGCCAG
TCTCGTTCTTCGC-3’
fleN R (Xhol) TTTTCTCGAGTGCCGCCACTCCCCGTTGGATGATGC-3

UPXAC1934F2 (Spel)  TACGCCAAGCTACGTAATACGACTCACTAGTGCTGATGCG
GCAGATGATCGAGCGC-3’

UPXAC1934R2 (Bglll)  AAAAGATCTATCACGCGACTGCATGGTTGTGCTC-3’
downXAC1934F2 (Bglll) AAAAGATCTGAACGCATCATCCAACGGGGAGTG-3’

downXAC1934R2 (Spel) GCCGGCTTCAATTGCACGGGCCCCACTAGTACGTCGCAT
CGTCGAGAAGTCGTCC-3

Fonte: dado da pesquisa.

APENDICE B - Gel de agarose 0,7% com o PCR do
fragmento de fleN (959 pb) (F), padréo de tamanho
molecular (P).

996 pb
1000 pb

500 pb

Fonte: dado da pesquisa.



APENDICE C - Gel de agarose 0,7%
com os PCRs dos fragmentos de DNA
upstream de fleN (up34: XAC
2914884..2915755) e downstream de fleN
(dn34: XAC 2916593..2917465), padrdo de
tamanho molecular (P).

1000 pb

750pb _—

up34
912 pb

dn34

912 pb

Fonte: dado da pesquisa.
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APENDICE D - Mapas dos vetores feitos com o programa Clone Manager. pGCD21 (A), utilizado
para marcacdo das ORFs com GFP, e pNPTS138 (B), utilizado para o knockout das ORFs.

Nhel

EcoRI Fspl
BamHI Ehl'glﬂ
EcoRV
Pstl Afll -
Hindlll ++ Miul Sacll
Sfol
BamHI Narl
Nhel Kasl Hpal
Ncol Bbel Alwa4l Bsgl
Xhol Munl AlwNI Msll
¥ Neol PspOMI Clal
CO Apal Mscl
Ndel EcoO109! Stul
Spel
Dralll Bst1107I
Notl st
Xbal
Smal
BsrDI Sgfl
A Hindlll B Xhol EcoNI
Dralll Nrul Clal

Fonte: dado da pesquisa.
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APENDICE E — Mapas feitos com o programa Clone Manager. Vetor pkKUS2, para marcacéo de
FleN com GFP C-terminal (A) e pKUS4, para knockout de fleN (B).

M
Sphl
Miul
Nhel
BamHI
BstAPI

EcoRI Bpu1102l Pmll
Necol Xeml
‘\ Soxl DownXac1934
araC Nhel SanDI PpuMIl EcoO109I

Bsal BsiWI
Notl
Ecod7Ill

Bst11071

HindlIl upXac1934
XAC1934
Pstl
EcoRV
, Spel
gfp Xhol Vepl
Sqfl
BsrDI
Dralll
A B

Fonte: dado da pesquisa.

APENDICE F - Gel de agarose 0,7% com os PCRs de
colénia da delecéo de fleN (del34), mutantes que ndo
apresentaram a delecdo (M-), controle com DNAg de X.
citri (C+), padrdo de tamanho molecular (P).

Fonte: dado da pesquisa.
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APENDICE G — Teste do amido com os mutantes XAC1934::pKUS2 e amy::pKUS2
inoculados em uma placa de meio NYG solido contendo 0,2% de amido (A) que foi exposta ao
vapor de iodo (B). Xanthomonas citri subsp. citri WT (+) apresentando degradacéo de amido
assim como mutantes 2, 3, 5 e 6 que tiveram a integracdo de pKUS2 no locus da ORF e
mutantes 1, 4, 7, 8, 9, 10 e 11 tiveram a integragdo plasmidial em amy.

Fonte: dado da pesquisa.

APENDICE H - Identificacio das 11 proteinas paralogas a XAC3905 (ParA), segundo o Kegg.

KEGG ID : xac:XAC3905 (265 a.a.)

Definition: chromosome partitioning protein; K03496 chromosome partitioning protein

Update status: T0O0084 (aay,aec,ahi,aln,bafe,balm,bang,bcat,bed,ben,bfb,bhi,bmab,bmul,boc,bpsc,bthl,bve,calh,cama,ccj,ccof,cfo,¢
Show : O Best-best O Best ® Paralogs O Gene clusters

Sort by : ® sw-score O SW-score by species O KEGG-species

Search against: @ || organisms O Selected organism group [Eukaryotes v
Threshold:

[Topio v[select operation v| select |

Search Result : 11 hits

Entry KO len SW-score bits identity overlap
M xac:xac1907 chromosome partioning protein K03496 260 410 99 0.344 241
M xac:xacnoo0s4 partition protein A K03496 255 266 66 0.269 234
M xac:xac2205 chromosome partitioning-like protein K12055 281 246 62 0.353 170
M xac:xacaooa1 partition protein A K03496 204 220 56 0.282 245
M xac:xac1225 septum site-determining protein K03609 269 205 53 0.264 246
M xac:xac2741 hypothetical protein K03593 283 1e8 44 0.257 269
M xac:xacaoo1s partition protein A K03496 208 166 44 0.307 238
Ml xac:xacboo1s partition protein A K03496 208 léee 44 0.307 238
M xac:xac1934 flagellar biosynthesis switch protein K04562 319 156 41 0.266 169
M xac:xaco192 partition protein K03496 210 138 37 0.341 82
[Jxac:xac3soz hypothetical protein 378 114 32 0.328 122

Fonte: dado da pesquisa.



APENDICE | - Reciprocidade reversa de paralogos a partir de XAC1934.

KEGG ID :
Definition:

xac:XAC1934 (319 a.a.)

flagellar biosynthesis switch protein; K04562 flagellar biosynthesis protein FIhG
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Update status: T0O0084 (aay,aec,ahi,aln,bafe,balm,bang,bcat,bed,ben,bfb,bhi,bmab,bmul,boc,bpsc,bthl,bve,calh,cama, ccj,ccof,cfo,cku

Show : O Best-best O Best ® Paralogs O Gene clusters

Sort by : ® sw-score O SW-score by species O KEGG-species

Search against: @ p|| organisms O Selected organism group [Eukaryotes Vv

Threshold:

[all ] select operation v| select |

Search Result : 7 hits

Entry KO len SW-score bits identity overlap
Ml zac:xaci22s septum site-determining protein K03608% 269 299 74 0.318 255
Exac:XACZ’.‘f-ll hypothetical protein K03593 283 248 62 0.293 270
ElxaC:XAC3905 chromosome partitioning protein K03496 265 156 41 0.266 169
Ml zac:xacanoa1 partition protein A K03496 204 137 37 0.418 79
Ml zac:xaco192 partition protein K03496 210 129 35 0.538 39
Ml xac:xacaoo1s partition protein A K03496 208 1086 30 0.571 35
Ml xac:xacbo019 partition protein A K03496 208 1086 30 0.571 35

Fonte: dado da pesquisa.

APENDICE J - Composicéo de dominios para outras proteinas ortologas a XAC3905 e
XAC1934. XAC1225 (A), XAC2741 (B) e XAC0192 (C). As cores das linhas nas redes de interagcédo

representam: verde — vizinhanga gendmica, vermelho — fusdo génica, azul — coocorréncia génica,
magenta — descri¢ao textual, preto — coexpressao génica ou proteica e azul claro — homologia.
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Fonte: dado da pesquisa.
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APENDICE K - Analise da sequéncia de aminoacidos de XAC1934 utilizando DELTA-BLAST.

BLAST *» blastp suite » RID-UCHNUS84015 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

BLAST Results
Edit and Resubmit  Save Search jes  BF ing options > Download Youllfll} How to read this page  Blast report

DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Job title: XAC1934 - 2915666: 2916625 MW: 34273.152

RID UCHNUS84015 (Expires on 09-23 21:42 pm)

Query ID Id|Query_277598 Database Name nr
Description XAC1934 - 2915666: 2016625 MW: 34273.152 Description Al non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Molecule type amino acid environmental samples from WGS projects
Query Length 219 Program BLASTP 2.8.0+ bCitation
Other reports: b Search Summary [Tz reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple ali t] [MSA viewer]

I Analyze your query with SmartBLAST
(& Graphic Summary

(=) Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

: su 100 150 200 20 s e
fuery seq,

Specific hits
Superfanilies ChiA superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 500 subject sequences &/
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 W40-50 W s0-80 W s0-200 W >=200

Fonte: dado da pesquisa.

APENDICE L - Analise da sequéncia de FleN de V. cholerae utilizando DELTA-BLAST.

BLAST *» blastp suite » RID-UCHF4Y5N015 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

BLAST Results
Edit and Resubmit Save Search i P F tting options > Download Youllll§ How to read this page  Blast report description

DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Job title: CQB50889.1 Flagellar synthesis regulator FleN...

RID UCHF4YSNO15 (Expires on 09-23 21:38 pm)

Query ID lcl|Query_327599 Database Name nr
Description CQB50889.1 Flagellar synthesis regulator FleN [Vibrio cholerae] Description All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
Molecule type amino acid environmental samples from WGS projects
Query Length 295 Program BLASTP 2.8.0+ b Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Related Structures] [Multiple alignment] [MSA viewer]

[ZE Analyze your query with SmartBLAST

() Graphic Summary
(=)Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

1 £ 100 150 m 50 25

Query seq, e ——————————————————————
Specific hits
Superfanilies ChiA superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 500 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 W40-50 Ws0-80 We0-200 W-=-200

1 50 100 150 200 250
[E Questions/comments

Fonte: dado da pesquisa.




