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RESUMO

O agente etioldgico do cancro citrico, Xanthomonas citri subsp. citri (X.citri), infecta todas as
variedades de citros de interesse econémico ao redor do mundo. Sem controle quimico eficaz, a
unica forma aconselhada de se evitar a propagacdo da doenca é a erradicacdo de plantas. Essa
pratica, porém, ndo é aceita pelos citricultores e demanda grandes investimentos em inspecéo de
pomares por pessoal treinado no reconhecimento da doenca. Nos ultimos anos, a legislacdo para
controle do cancro citrico tem sofrido afrouxamentos que resultaram em um progressivo aumento
da doencga no maior produtor mundial de laranja, o estado de Sdo Paulo. Esta pesquisa teve como
objetivo estender um projeto que vem sendo realizado em nosso grupo que é o desenvolvimento
de substancias inibidoras de crescimento de X. citri (galatos de alquila). No presente trabalho,
quatro novas moléculas, originadas a partir de galatos de alquila — galatos de alquila acetilados —
demonstraram inibir o crescimento de X.citri de modo similar ao da canamicina (controle positivo),
observado pelo ensaio Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA). Em observacdes com
microscopia de fluorescéncia e utilizando-se uma linhagem de X.citri com septo marcado, a
localizagdo da proteina GFP-ZapA foi rapidamente perturbada apds o tratamento, sugerindo que as
substancias poderiam ter a maquinaria de divisdo celular como alvo. Entretanto, em ensaios
bioguimicos com FtsZ purificada de X. citri na presenca dos galatos de alquila acetilados, verificou-
se que essas drogas tém pouca ou nenhuma acdo na sedimentacdo e na inibicdo da atividade

GTPasica de FtsZ, e provavelmente atuem dissipando o potencial de membrana.

Palavras chave: Cancro citrico, atividade antibacteriana, FtsZ, galatos de alquila, divisdo celular.



ABSTRACT

Xanthomonas citri subsp. citri (X.citri) is the etiological agent of citrus canker, a disease that affects
all the varieties of citrus of economic importance around the world. Currently, eradication of
infected trees constitutes the only effective practice to control the spread of X. citri. This disease
has enormous social and economic impact in the orange juice production industry, especially
concerning the difficulties to inspect plantations and to persuade growers to eliminate foci of the
disease. Regarding this, recent relaxations in the policies of eradication within the state of S&o
Paulo, the main orange producer in the world, indicate that citrus canker may become endemic in
this area. The current proposal aims to extend the work that is being done in our research group,
developing inhibitors of X. citri growth (alkyl gallates). In this study, four new molecules
originated from alkyl gallates — acetylated alkyl gallates — were able to inhibit the X.citri growth,
similarly to kanamycin (positive control), assessed by Resazurin Microtiter Plate Assay (REMA).
In fluorescent microscopy assay, using a mutant strain of X. citri labeled with green fluorescent
protein (GFP) in ZapA, the drugs were able to disrupt the location of septa, suggesting that the
substances may have the cell division machinery as a target. However, in biochemical assays using
FtsZ purified from X. citri in the presence of the drugs, the drugs showed low or no effect on the
sedimentation or GTPase activity of FtsZ. Instead of this, they showed reasonable effect on

membrane permeability and probably these drugs acts by dissipating the membrane potential.

Key words: Citrus canker, antibacterial activity, FtsZ, alkyl gallates, cell division.
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1 INTRODUCAO GERAL

Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri subsp. citri) € o agente causal do cancro citrico, uma
doenca grave que acomete variedades de citros cultivadas hoje ao redor do mundo. Nao ha métodos
de controle curativos e, para se evitar a disseminacdo da doenca, faz-se: (a) manejo integrado com
bactericidas cupricos, uso de variedades menos susceptiveis; ou (b) a erradicacdo de plantas
presentes nas areas infestadas com o patégeno. Essa doenga encontra-se em progressivo aumento
no estado de S&o Paulo, e a pratica da eliminacéo de plantas esta cada vez mais em desuso, apesar
de ainda ser obrigatoria por lei. Quando ha presenca do patdgeno em muitas areas de producéo, a
prética da erradicacdo torna-se extremamente custosa, resultando na preferéncia pelo emprego do
manejo integrado.

O estado de Sao Paulo encontra-se atualmente nesse processo de transicao entre essas duas
estratégias, antagonicas, de controle. Por outro lado, embora 0 manejo integrado permita a
producdo de frutas citricas em condi¢Bes endémicas da doenca, essa pratica implica na manutengédo
permanente do patégeno nas areas de produgdo. Como consequéncia, medidas de controle precisam
ser continuamente empregadas pelos produtores. Alem disso, como 0 manejo integrado resulta
apenas em uma relativa reducéo das perdas de producdo, faz-se ainda mais necessaria a busca por
alternativas mais eficazes de controle dessa doenca.

Em vista disso, 0 nosso grupo de pesquisa, juntamente com outros colaboradores, visa ao
estudo de alternativas para o setor citricola, pela sintese e caracterizacdo de moléculas
potencialmente inibidoras da bactéria causadora do cancro citrico. Recentemente, nosso grupo
demonstrou que ésteres de &cido galico sdo inibidores de crescimento de X. citri, e que as bactérias
tratadas com essas substancias apresentaram reducdo em sua habilidade de colonizagdo do
hospedeiro citros (SILVA et al., 2013). Além disto, as bactérias tratadas com galatos de alquila
tiveram sua morfologia celular alterada com aumento significativo de tamanho e apresentaram
perturbacgdes relacionadas a processos de segregacdo cromossomica e divisdo celular bacteriana.
Posteriormente, nosso grupo demonstrou também que as mesmas substancias teriam a maquinaria
de diviso celular e membranas como alvo de agdo (KROL et al., 2015).

O é&cido galico (4cido 3,4,5-triidroxibenzdico) é um intermediario no metabolismo especial
vegetal sendo um componente de taninos hidrolisaveis (GRUNDHOFER et al.; MUIR et al,;
WANG, S. et al., 2010) e, juntamente com seus derivados semissintéticos, tem sido associado a


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_benz%C3%B3ico
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um amplo espectro de a¢des bioldgicas como antioxidante, antiviral, antitumoral (ARUOMA et
al., 1993; DODO et al., 2008; KRATZ et al.; LOCATELLI et al., 2008; MORAIS et al., 2010;
ROSSO et al., 2006), antifungico (FUJITA; KUBO, 2002) e antibacteriano, inclusive contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (KUBO et al., 2004; KUBO; XIAO; FUJITA,
2002; MERKL et al., 2010).

Com base nos resultados anteriores do grupo, e visando alternativas ao controle do cancro
citrico, este trabalho propds caracterizar moléculas de galatos de alquila modificados, os galatos
de alquila acetilados, quanto ao seu potencial de inibicdo (Capitulo 1) e seu mecanismo de acédo
(Capitulo 2) em Xanthomonas citri subsp. citri, com foco no processo de divisdo celular
bacteriano.
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