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RESUMO 
 

O cancro cítrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), compromete a 
citricultura mundial e carece de alvos moleculares validados para controle. Nesta 
tese investigou-se o papel do gene XAC1008, anotado como codificando uma 
putativa hidrolase de parede celular, por meio de deleção dirigida e complementação 
genética. O mutante ΔXAC1008 foi obtido por recombinação homóloga com vetor 
suicida e comparado à cepa selvagem 306 em ensaios de patogenicidade em folhas 
de laranjeira Pêra, crescimento in vitro e in planta, produção de goma xantana e 
formação de biofilme. A complementação do mutante foi realizada usando um 
plasmídeo contendo uma cópia do gene XAC1008 sob o controle de um promotor 
PIP-box induzido pela planta. O mutante ΔXAC1008 apresentou redução 
significativa dos sintomas e da multiplicação bacteriana in planta, e a 
complementação restaurou o fenótipo virulento. Observou-se ainda alteração do 
crescimento em tecido vegetal e aumento da razão goma xantana/biomassa no 
mutante, sugerindo reprogramação metabólica associada à deleção. A expressão do 
transcrito nas linhagens complementadas foi confirmada por RT-PCR. Análises 
filogenéticas e de modelagem estrutural indicaram conservação da proteína 
XAC1008 em Gammaproteobacteria e semelhança conformacional com hidrolases 
de parede celular, como SleB de Bacillus anthracis, embora X. citri não seja 
esporulante e XAC1008 possua apenas 153 aminoácidos, ao passo que SleB de B. 
anthracis possui 305 aminoácidos. A presença de um peptídeo sinal em XAC1008 
sugere possível atuação no periplasma bacteriano ou até mesmo no apoplasto da 
planta hospedeira, em funções associadas à remodelagem do envelope ou à 
interação com a parede celular vegetal. Em conjunto, os dados demonstram que 
XAC1008 atua como um fator de virulência de X. citri, associado à colonização do 
hospedeiro e à adaptação metabólica, posicionando esse gene/proteína como alvo 
promissor para o desenvolvimento de estratégias de controle da doença por 
abordagens genéticas, químicas ou biotecnológicas. 

 
Palavras-chave: Mutagênese sítio-dirigida, complementação genética, interação 
planta-patógeno, hidrolase de parede celular, análise funcional do gene 
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THE XAC1008 (XAC_RS05160) GENE OF Xanthomonas citri subsp. citri IS 
ESSENTIAL FOR THE VIRULENCE OF THE CITRUS CANKER  

 
 
ABSTRACT 

Citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), compromises global 
citrus production and still lacks validated molecular targets for control. In this thesis, 
we investigated the role of the XAC1008 gene, annotated as encoding a putative cell 
wall hydrolase, through targeted deletion and genetic complementation. The 
ΔXAC1008 mutant was obtained by homologous recombination using a suicide 
vector and compared to the wild-type strain 306 in pathogenicity assays on sweet 
orange ‘Pêra’ leaves, in vitro and in planta growth, xanthan gum production, and 
biofilm formation. Complementation of the mutant was performed using a plasmid 
carrying a copy of the XAC1008 gene under the control of a plant-induced PIP-box 
promoter. The ΔXAC1008 mutant exhibited a significant reduction in symptoms and 
bacterial multiplication in planta, and complementation restored the virulent 
phenotype. Additionally, altered growth in plant tissue and an increased xanthan 
gum/biomass ratio were observed in the mutant, suggesting metabolic 
reprogramming associated with gene deletion. Transcript expression in 
complemented strains was confirmed by RT-PCR. Phylogenetic and structural 
modeling analyses indicated conservation of XAC1008 protein among 
Gammaproteobacteria and conformational similarity with cell wall hydrolases such as 
SleB from Bacillus anthracis, although X. citri is non-sporulating and XAC1008 is only 
153 amino acids long, whereas SleB from B. anthracis comprises 305 amino acids. 
The presence of a signal peptide in XAC1008 protein suggests possible localization 
in the bacterial periplasm or even secretion into the plant apoplast, where it may 
function in cell envelope remodeling or interaction with the plant cell wall. Taken 
together, the data demonstrate that XAC1008 acts as a virulence factor in X. citri, 
associated with host colonization and metabolic adaptation, and point to this 
gene/protein as a promising target for the development of genetic, chemical, or 
biotechnological strategies for disease control. 

Keywords: Site-directed mutagenesis, genetic complementation, plant-pathogen 

interaction, virulence, cell wall hydrolase 
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1  INTRODUÇÃO 

As culturas de citros constituem uma das principais fontes de receita agrícola 

para países dos continentes asiático e americano. Devido às suas características 

sensoriais agradáveis e à elevada qualidade nutricional, as frutas cítricas 

apresentam grande demanda no mercado, tornando sua produção atrativa para 

agricultores em todo o mundo (Naqvi et al., 2023). Contudo, apesar da expressiva 

relevância econômica, a citricultura enfrenta constantes ameaças fitossanitárias, que 

acarretam sérios impactos econômicos e sociais para produtores e consumidores. 

Entre essas ameaças, destaca-se o cancro cítrico (Behlau, 2019). 

O cancro cítrico é causado pela bactéria gram-negativa Xanthomonas citri 

subsp. citri (X. citri), um fitopatógeno altamente agressivo, com grande capacidade 

de disseminação e capaz de infectar todas as espécies comerciais de citros. A 

virulência de X. citri envolve múltiplos fatores, incluindo estruturas de adesão, 

hidrolases de parede celular vegetal, diferentes sistemas de secreção e seus 

efetores, bem como o fator de difusão de sinal (DSF) e a formação de biofilmes ricos 

em goma xantana. Uma visão abrangente dos mecanismos de infecção, diagnóstico 

e disseminação, assim como da interação planta-patógeno (PTI/ETI, efetores TAL e 

não-TAL, CsLOB1), é apresentada na Revisão Bibliográfica. 

Atualmente, não há cura para o cancro cítrico. As principais estratégias de 

controle incluem compostos à base de cobre e a erradicação de plantas 

sintomáticas, com limitações conhecidas (poluição ambiental, resistência ao cobre). 

Para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo, é essencial 

compreender os mecanismos moleculares envolvidos na patogênese, incluindo a 

função de genes ainda não caracterizados. O sequenciamento do genoma da cepa 

306 de X. citri (Da Silva et al., 2002) revelou um cromossomo circular e dois 

plasmídeos, com ~4.500 genes e alta proporção de anotados como hipotéticos. Uma 

descrição detalhada do genoma, ferramentas de genômica funcional e estudos 

prévios de mutagênese/transcriptoma está na Revisão Bibliográfica. 

A partir da disponibilidade do genoma de X. citri 306, estudos como Laia et 

al. (2009), Li e Wang (2011) e Ferreira et al. (2017) identificaram, por mutagênese in 

vivo com transposon, genes cuja interrupção altera significativamente os sintomas 

do cancro cítrico. Entre eles, XAC1008 (atual XAC_RS05160). A interrupção dessa 



2 

ORF,realizada no laboratório, resultou na atenuação dos sintomas da doença, 

indicando sua relevância para o processo infeccioso e justificando investigações 

mais detalhadas sobre sua função. Embora inicialmente hipotético, foi reanotado 

como possível hidrolase de parede celular, e estudos de RNA-seq in planta 

confirmaram sua expressão (dados não publicados). O estudo funcional de 

XAC1008 de X. citri, assim como de outros fatores de virulência, é promissor para 

elucidar a patogênese e apoiar novas abordagens de controle. 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar 

funcionalmente o gene XAC1008 da cepa X. citri 306, por meio de mutagênese sítio-

dirigida, complementação genética e análises fenotípicas — incluindo ensaios de 

patogenicidade in planta, crescimento in vitro e in planta, localização subcelular — 

além de análises filogenéticas e de modelagem estrutural da proteína. 



67 
 

 

 

8  CONCLUSÕES  
 

• O gene XAC1008 de Xanthomonas citri contribui para a virulência da bactéria, 

uma vez que sua deleção reduz significativamente os sintomas do cancro 

cítrico e a multiplicação in planta, e a complementação restaura o fenótipo. 

• A ausência de XAC1008 afeta aspectos fisiológicos da bactéria, incluindo o 

crescimento em condições mínimas e a relação goma xantana/biomassa, 

embora não seja essencial para a sobrevivência em meio rico. 

• A proteína XAC1008 é conservada em Gammaproteobacteria, apresenta 

similaridade estrutural com hidrolases de parede celular de bactérias 

esporulantes, mas em X. citri (não esporulante) provavelmente foi cooptada 

para funções distintas, possivelmente ligadas à remodelagem do envelope 

bacteriano e/ou interação com a parede celular vegetal. 

• A caracterização funcional de XAC1008 amplia a compreensão dos 

mecanismos de patogênese do cancro cítrico e aponta esse gene como um 

potencial alvo para estratégias biotecnológicas de controle, como o 

desenvolvimento de inibidores específicos da proteína XAC1008. 

• A estratégia de complementação utilizada neste trabalho, baseada em um 

plasmídeo replicativo contendo XAC1008 sob o controle de um promotor PIP-

box induzido pela planta, mostrou-se eficiente e inédita, representando uma 

contribuição metodológica aplicável a outros genes de virulência em X. citri. 
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