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RESUMO

Xylella fastidiosa € uma bactéria Gram-negativa e nao flagelada
responsavel por colonizar o xilema de varias plantas cultivadas e selvagens
encontradas em todo o mundo. Nas ultimas décadas, tem sido bem estudada
devido a importancia deste fitopatbgeno como agente causador de duas
principais doencas, a Clorose Variegada dos Citros (CVC), no Brasil e na
Argentina, e a Doencga de Pierce (PD) nos Estados Unidos. Algumas cepas de
X.fastidiosa tém seus genomas completamente ou parcialmente elucidados,
como: 9a5c, isolado de laranja no estado de Sao Paulo e a cepa Fb7, isolada da
laranja na regido de Corrientes na Argentina. Baseando-se na analise gendmica
entre 9a5c e Fb7, e também na importancia de uma lipase/esterase na
patogenicidade de X.fastidiosa, o objetivo deste trabalho foi analisar e identificar
os fatores associados a patogenicidade e viruléncia de X.fastidiosa 9a5c e Fb7.
A fim de visualizar a presenca de LesA nas amostras de proteinas totais e
secretadas das cepas 9a5c e Fb7, testes esterasico e lipasico foramrealizados.
A atividade lipasica foi analisada cultivando a bactéria em meio de cultura
suplementado com 1% de tributirina. Este teste demonstrou atividade sob os
triacilglicerdis de cadeia curta presentes no meio e pode ser visualizado pela
maior formacgao do halo na cepa Fb7. A atividade de esterase, determinada pelo
substrato 4-metilumbelliferilbutirato (4-MUB), apresentou valores significativos e
claramente expressos. Assim, a estirpe Fb7 apresentou atividade
consideravelmente maior quando comparada com 9a5c. Em busca de outros
fatores de viruléncia, foi realizado uma cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS) das proteinas totais das culturas de
X.fastidiosa de ambas as cepas. Nesta analise, foi possivel identificar 119
proteinas diferencialmente expressas. Dentre elas, algumas proteinas com
funcdes associadas a viruléncia da bactéria foram superexpressas na cepa Fb7,
comparado a cepa 9a5c. A analise de RT-gPCR permitiu validar a expressao de
algumas dessas proteinas. Os resultados demonstraram que a LesA e outras
proteinas com niveis de expressao superior em Fb7, desempenham um
importante papel de patogenicidade nesta cepa. Dessa forma, sdo fatores que
podem explicar a maior viruléncia da cepa Fb7 quando comparado a cepa 9a5c.

Palavras-chave: Fitopatdgeno; Viruléncia; Lipase
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ABSTRACT

Xylella fastidiosa is a gram-negative and non-flagellate bacterium that
colonizes the xylem of various cultivated and wild plants worldwide. In the last
decades, it has been well studied due to the importance of this phytopathogen as
the causing agent of two major diseases, Citrus Variegated Chlorosis (CVC) in
Brazil and Argentina, and Pierce Disease (PD) in the United States. Some strains
of X.fastidiosa have their genomes completely or partially elucidated, such as
9a5c, isolated from orange in the state of Sao Paulo, and the strain Fb7, isolated
from orange in the region of Corrientes in Argentina. Based on the genomic
analysis between strains 9a5c and Fb7, and on the importance of a
lipase/esterase in the pathogenicity of X.fastidiosa, the objective of this work was
to analyze and identify the factors associated with the pathogenicity and virulence
of X.fastidiosa strain 9a5c and Fb7. To visualize the presence of LesA in the total
and secreted protein samples of strains 9a5c¢ and Fb7, esterase and lipase tests
were performed. Lipase activity was analyzed by culturing the bacteria in culture
medium supplemented with 1% tributyrin. This test demonstrated activity under
the short chain triacylglycerols present in the medium and can be visualized by
the increased halo formation in the Fb7 strain. The esterase activity, determined
by the substrate 4-methylumbelliferylbutyrate (4-MUB), showed significant and
clearly expressed values. Hence, the Fb7 strain showed considerably higher
activity when compared to 9a5c. In search for virulence factors, a liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS / MS) of the total proteins
of the X.fastidiosa cultures of both strains was performed. In this analysis, it was
identified 119 differentially expressed proteins. Among them, some proteins with
functions associated with bacterial virulence were overexpressed in Fb7 strain,
compared to 9ab5c strain. The RT-gPCR analysis allowed to validate the
expression of some of these proteins. The results showed that LesA and other
proteins with higher levels of expression in Fb7 play an important pathogenicity
role in this strain. Thus, they are factors that may explain the greater virulence of

Fb7 strain when compared to strain 9a5c.

Keywords: Phytopathogen; Virulence; Lipase
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1. Introducao

1.1. Fitobactéria Xylella fastidiosa

A Xylella fastidiosa € uma bactéria patogénica Gram-negativa,
pertencente a classe das Gammaproteobacteria, familia Xanthomonadaceae
(Hopkins, 1989). Algumas das suas principais caracteristicas sdo nao possuir
flagelo, apresentar forma de bastonete, sdo estritamente aerdbicas e vivem
exclusivamente no xilema das plantas compativeis e no aparelho bucal dos
insetos vetores (Hopkins, 1989; Hopkins e Purcell, 2002). A temperatura para o
crescimento 6timo desta bactéria esta na faixa entre 26°C e 28°C, sendo que o
crescimento em meio de cultivo in vitro ocorre de forma lenta (Janse e Obradovic,
2010). E responsavel por infectar uma variedade de hospedeiros vegetais de
grande relevancia agricola, tais como videiras, citros, amendoeiras e cafeeiros.
Dessa forma, pode provocar perdas econdmicas em todo o mundo (Janse e
Obradovic, 2010; Wells et al., 1987). A dispersao natural deste patégeno é
mediada por insetos sugadores de seiva xilematica da Ordem Hemiptera, mais
conhecidos como cigarrinhas (Figura 1). Eles podem pertencer as familias
Cicadellidae (sharpshooter leafhoppers), Cercopidae (spittlebugs), Cicadidae
(cicadas) ou Aphrophoridae (meadow spittlebug) (Bhowmick et al., 2016;
Cornara et al., 2016; Redak et al., 2004).

Figura 1: Espécies dos vetores de Xylella fastidiosa, sendo Bucephalogonia
xanthophis mostrado em A, Plesiommata corniculata em B, Acrogonia virescens em C e
Dilobopterus costalimaiem D. As ilustragdes foram obtidas do banco de imagens do Fundecitrus.
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Os vetores de X.fastidiosa adquirem a bactéria quando se alimentam de
plantas contaminadas, e posteriormente a transmite para novos hospedeiros
durante o processo de infeccado (Redak et al., 2004). A formagao de agregados

bacterianos no vaso xilematico pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2: Microscopia eletrénica de Xylella fastidiosa no vaso de xilema dos
citros. A imagem foi extraida do site http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xylella_cvc-
strain/home/mmachado.html.

De forma a avaliar com mais detalhes o mecanismo de transmisséo de
X.fastidiosa pelos insetos, alguns pesquisadores foram em busca de identificar
os locais de colonizagdo desta bactéria. Purcell e colaboradores (1979)
observaram células bacterianas presentes no cibario, que consiste na regido
distal do precibario e regidao anterior do eséfago. Por outro lado, Brlansky e
colaboradores (1983) demonstraram que o precibario também havia sido
colonizado por X.fastidiosa. O estudo de Almeida e Purcell (2006) levantou a
hipotese de que a colonizagao do patdégeno no esdfago e no cibario ndo estava
diretamente relacionada com os processos de inoculacdo. Eles apontam que
uma caracteristica propria desta fitobactéria em relagdo as demais transmitidas
por vetores, € a auséncia do periodo de laténcia durante a transmisséo

persistente, além de ndo aglomerar na hemolinfa do inseto transmissor. Apesar
2
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destas descobertas, o processo de colonizacdo de vetores por X.fastidiosa
envolve varios sistemas reguladores. Sendo assim, Killiny e Almeida (2009)
propuseram um modelo conceitual demonstrando que inicialmente, as células
bacterianas associam lateralmente a cuticula de insetos e, em seguida, ha o
estabelecimento das microcolbnias. Logo apds, ocorrem alteragdes na
morfologia com a finalidade de aumentar a area de superficie exposta e,
consequentemente, ocasionam a formacgao de biofime.

Tendo em vista a biologia e o comportamento da X.fastidiosa, ha trés
hipoteses principais que buscam elucidar o seu mecanimo de agao, sao elas: (1)
a proliferacao sistémica da bactéria e posterior acumulo nos vasos do xilema,
levando a diminui¢ao do fluxo de agua e ao estresse hidrico da planta (McElrone,
Sherald e Forseth, 2001; McElrone, Sherald e Forseth, 2003); (2) a reagao
sistémica do hospedeiro em decorréncia da infeccdo bacteriana, resultando na
instabilidade dos niveis dos reguladores de crescimento (Chatterjee, Almeida e
Lindow, 2008); e (3) as fitotoxinas produzidas pela fitobactéria estdo associadas
com o seu processo de viruléncia e patogénese (Chatterjee, Almeida e Lindow,
2008).

Atualmente, a terceira hipotese vem sendo bastante discutida devido a
varios estudos que demonstram a importancia das fitotoxinas como fatores
essenciais a viruléncia e a patogénese de doengas causadas por esta bactéria
(Gouran et al., 2016; Merfa et al., 2016; Nascimento et al., 2016).

1.2. Principais doengas causadas por Xylella fastidiosa e impacto

econdmico

O desenvolvimento das doencas causadas pela Xfastidiosa esta
intrinsicamente relacionado com a sua capacidade de multiplicagéo, a partir do
ponto de inoculagdo, e disseminacdo de modo sistémico na planta infectada
(Purcell e Hopkins, 1996). As principais doengas ocasionadas por esta bactéria
sdo a Doenga de Pierce (PD, do inglés Pierce’s Disease) da videira (Vittis spp.)
e a Clorose Variegada dos Citros (CVC) em laranjeiras (Citrus spp.) nos Estados
Unidos e no Brasil, respectivamente (Chatterjee, Almeida e Lindow, 2008). No

entanto, esta fitobactéria possui uma ampla gama de hospedeiros, infectando



pelo menos 28 familias de plantas, como cafeeiros, amendoeiras, ameixeiras e
arvores de floresta (Hopkins, 1989).

A X fastidiosa é geneticamente diversificada e pode ser classificada em
quatro subespécies: subespécie pauca, agente causador da CVC e CLS (Coffe
Leaf Scorch) na América do Norte; subespécie sandyi, responsavel pela OLS
(Oleander Leaf Scorch); subespécie multiplex, causadora de varias doengas em
plantas agricolas e comerciais, tais como amendoeira, pessegueiro, entre outras;
e subespécie fastidiosa, responsavel por causar a PD em videira (Nunney etal.,
2010).

A Doenca de Pierce foi descrita pela primeira vez em 1882, nos Estados
Unidos, pelo fitopatologista Newton Pierce. Este fato ocorreu apés a infecgéo de
aproximadamente 40 mil hectares de videira durante a década de 80, na regido
do Condado de Orange (CA) nos Estados Unidos (Nunney et al., 2010). Além
desse enorme prejuizo, Stoner (1952) também associou o declinio da industria
de uva ocorrido na década de 1890 na Fldrida, nos Estados Unidos, a esta
mesma doenga. Em 1978, a bactéria X.fastidiosa foi relatada como sendo o
agente responsavel por ocasionar a PD e, consequentemente, gerar perdas
significativas na produgédo comercial de uva (Davis et al., 1978). Esta patologia
se tornou ainda mais grave apos a introdugédo de uma nova espécie de inseto
transmissor, o glassy-winged sharpshooter. Este transmissor apresenta eficacia
superior na transmissao quando comparado aos vetores nativos (Nunney et al.,
2010; Redak et al., 2004).

Os sinais tipicos da PD sao resultantes da queima de porcdes da lamina
foliar e da colonizac&o extensiva dos vasos do xilema pelo biofilme bacteriano.
Tais aspectos podem ser visualizados nas folhas sintomaticas de videiras
infectadas com esta doencga. Elas apresentam condutancia estomatica e taxa
fotossintética reduzidas, sendo que esses fatores corroboram com a resposta
comum de plantas que tem uma disponibilidade de agua restrita (Mcelrone,
Sherald e Forseth, 2001; Raju e Wells, 1986).

O Brasil é responsavel por metade da produgédo de suco de laranja no
mundo, exportando 98% do que produz para outros paises. Este panorama lhe
confere participagdo majoritaria no mercado mundial, tornando a industria citrica

umas das maiores economias do pais. O valor econémico gerado por meio das



exportacdes é cerca de US$ 1,5 bilhdo a US$ 2,5 bilhées por ano. Na safra de
2015/2016, a produgéo brasileira foi de aproximadamente 240 milhdes de caixas
de laranja de 40,8 kg. Entre 1994 e 2010, pragas e doencas foram responsaveis
pela erradicacao de 40 milhdes de arvores, gerando um prejuizo econdémico de
cerca de 80 milhdes de caixas por ano (CitrusBR, 2016).

A CVC é considerada uma das doencas mais importantes que afeta a
industria citrica brasileira (Azevedo, Araujo e Lacava, 2016). Em 1987, no
municipio de Macaubal do Estado de Sao Paulo, foi observada pela primeira vez
a incidéncia da X.fastidiosa cepa 9a5c como agente causador desta doenca (He
et al., 2000). Apds a descrigao dessa primeira infecgdo, varias outras foram
relatadas em plantagdes de citros, ocasionando prejuizos em diversos estados
do Brasil (Miranda et al., 2007). A grande consequéncia advinda desta doenca
ocorreu em 2004, quando atingiu 43,8% das laranjeiras, provocando uma
prejuizo econdmico superior a US$ 300 Milhdes entre 2000-2005 (Fundecitrus,
2016).

As principais medidas de controle da CVC consistem em alteragées na
producao de plantas de viveiro, na plantagao de arvores saudaveis, na poda de
ramos sintomaticos, no controle dos vetores com inseticidas e no monitoramento
por parte dos produtores. Todos estes fatores sao responsaveis pelo declinio da
incidéncia da doenga, a qual teve uma queda superior a 50% entre os anos de
2015 e 2016. Um levantamento realizado em 2016 pela Fundecitrus relatou que
apenas 3,02% dos pomares de laranja, referente as areas de 349 municipios de
Sao Paulo e Minas Gerais, sdo acometidos pela doenga (Fundecitrus, 2016).

O sintoma caracteristico da CVC é a formacédo de pequenas manchas
amarelas internervais na parte superior das folhas, que correspondem a lesdes
de coloragdo marrom avermelhadas na parte inferior. Os sintomas mais tardios
e que reduzem significativamente a produ¢do sdo o amadurecimento precoce, a
diminuigao e o endurecimento dos frutos (Figura 3). Estas caracteristicas podem
levar a inviabilizagcao de lotes inteiros de frutas (Janse e Obradovic, 2010).
Atualmente, apesar da redugao e certo controle da doenga, ainda € necessario
a realizacdo de pesquisas que auxiliem na compreensao detalhada do
mecanismo de acdo desta bactéria, cuja disseminagdo ocorre com facilidade. As

pesquisas também contribuem com a incorporacéo de acdes alternativas de



controle, substituindo a utilizagao de inseticidas que prejudicam o ecossistema
local (Fundecitrus, 2016).

Em decorréncia da significativa perda econémica provocada pela CVC
nas plantagbes de laranja doce e da importancia dessa cultura para a economia
nacional, a X.fastidiosa cepa 9a5c foi o primeiro fitopatdégeno a ter o seu genoma
totalmente sequenciado. A sequéncia desta cepa citrica foi determinada no
Brasil e publicada em 2000 (Simpson et al., 2000). Logo em seguida o genoma
da X.fastidiosa cepa Temecula 1, agente responsavel pela PD, foi sequenciado
pelo mesmo grupo de pesquisadores. Tais informagdes possibilitaram e ainda
contribuem fortemente para uma melhor compreensdo do metabolismo
bacteriano (Koide et al., 2004; Lambais et al., 2000; Van Sluys et al., 2003).

Outra doenga que apresenta sintomas muito semelhantes a CVC e tem
como agente causador a X.fastidiosa cepa Fb7 é a Pecosita ou também
denominada falsa mancha grasienta (de Coll et al., 2000). Ela surgiu em 1984 e
foi identificada no municipio de Montecarlo na Argentina. A partir da analise de
folhas de laranjeiras com sintomas desta doenca, foi detectado pela técnica de
ELISA que a Pecosita e a CVC eram a mesma doencga (Chang et al., 1993). No
primeiro estudo genémico envolvendo a cepa Fb7 (isolada em 2000), foi possivel
compara-la com diferentes cepas de X.fastidiosa e detectar uma maior
semelhanga desta cepa com a cepa 9a5c (isolada em 1987). As unicas
divergéncias encontradas foram apenas em alguns elementos geneticamente
moveis (Silva et al., 2007). Entretanto, posteriormente, uma analise genémica
completa e detalhada entre varias cepas patogénicas de X.fastidiosa identificou
diferengas fenotipicas significantes, principalmente em relacdo a Fb7. Além
disso, alteracdes na expressao de genes relacionados ao fenoétipo também foram
detectadas (Santana, 2012).



Figura 3: Sintomas da doenga CVC. llustragdo evidenciando os sintomas nas plantas
e nos frutos (A), destacando a parte superior da folha (B), e destacando a parte inferior da folha
(C). Imagem evidenciando a redugéo no tamanho do fruto (D). llustragdes obtidas do banco de
imagens da Fundecitrus.

1.3. Tipos de sistemas de secregao

A comunicagao da célula bacteriana com o ambiente externo é realizada
por meio de moléculas que sdo secretadas por diversos mecanismos. Nas
bactérias Gram-negativas, como a X.fastidiosa, este processo se torna mais
complicado devido a presenga da membrana externa que dificulta a

internalizacao e secrecao de solutos e polipeptideos. Com base nisso, as

bactérias necessitam desenvolver estratégias alternativas, sendo algumas
exclusivas das cepas patogénicas, para possibilitar o direcionamento dessas
moléculas ao ambiente extracelular (Costa et al., 2015; Neyen e Lemaitre, 2016).

A secregao de macromoléculas é parte integrante de varios processos do
ciclo de vida bacteriano, tais como a formacédo de organelas e obtencido de
nutrientes. Em especial, as proteinas extracelulares de bactérias patogénicas
sdo, em sua grande maioria, fatores determinantes para a viruléncia bacteriana.
A maioria das proteinas secretadas correspondem a enzimas, toxinas ou
“efetoras”. As moléculas efetoras sao responsaveis por conduzirem o0s

mecanismos das células hospedeira, de forma a facilitar a patogenicidade



bacteriana. Varios sistemas de secrecdo vém sendo identificados nas bactérias,
e atualmente os mais estudados sdo os tipos | ao VI. A compreensao do
funcionamento é importante em decorréncia da interferéncia nas interagdes das
bactérias com as células hospedeiras, estabelecendo os resultados da infecgao
(An et al., 2017; Costa et al., 2015; Thanassi e Hultgren, 2000). Além disso, no
caso da X.fastidiosa a identificacdo desses sistemas auxilia na descoberta da
func&o, do mecanismo e da influéncia das moléculas secretadas (Li et al., 2007).

Nos sistemas de secregao do tipo |, Il e IV ocorre o transporte direto para
0 espago externo ou para o interior da célula do hospedeiro. Ja nos sistemas do
tipo Il e V ha um transporte inicial para o espaco periplasmatico, por meio da
membrana interna (inner membrane) e, posteriormente, as moléculas séo
destinadas ao espacgo extracelular pela membrana externa (outer membrane).

O sistema de secregcdo do tipo | € formado por trés componentes
estruturais principais: os transportadores do tipo ABC, uma proteina de fusdo de
membrana e um fator de membrana externa. Este sistema transporta varios tipos
de substratos, tais como enzimas digestivas, adesinas e proteinas de ligacdo ao
grupo heme. Nos fitopatdogenos Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
syringae pv tomato, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. citri
e X. fastidiosa foram identificados fatores de viruléncia secretados utilizando este
sistema (Delepelaire, 2004; Green e Mecsas, 2016).

O sistema de secrecéao do tipo Il é constituido por 15 proteinas diferentes,
responsaveis por transportar as proteinas ao espacgo periplasmatico por meio da
membrana interna e posteriormente, conduzi-las ao espago extracelular via
membrana externa. Além disso, esta envolvido na degradagao da parede celular
do hospedeiro, tornando-o fundamental para a viruléncia de fitopatdogenos
(Pérez-Donoso et al., 2010; Yan et al., 2017).

No sistema de secrecéo do tipo Il as proteinas efetoras sdo destinadas
ao citosol de células hospedeiras, por meio das membranas bacterianas. Dessa
forma, uma variedade de fungbes das células hospedeiras podem ser
modeladas, incluindo respostas imunoldgicas e de defesa que é desenvolvida
pela planta em virtude da presenca dos padrées moleculares associados a
patdgenos (PAMP’s) (Alfano e Collmer, 2004; Cascales, 2017; Tseng, Tyler e
Setubal, 2009).



Comparado com os outros tipos, o sistema de secrec¢ao do tipo IV é o
unico que apresenta a capacidade de transportar acidos nucleicos. Além disso,
pode segregar varios substratos, tais como proteinas simples, proteina-proteina
e complexos DNA-proteina. Este sistema contribui para a propagacao de genes
de resisténcia a antibidticos que sao transmitidos por plasmideos (Christie, 2016;
Green e Mecsas, 2016). A maioria dos substratos que utilizam o sistema de
secrecgao do tipo V sao proteinas de viruléncia, as quais servem como toxinas e
proteinas de ligagao a receptores (Green e Mecsas, 2016).

Dentre estes sistemas de secrecao bacteriano, o mais recentemente
descrito é o do tipo VI, sendo que ainda ha inumeras funcdes e estruturas a
serem elucidadas. Este mecanismo molecular € capaz de incorporar toxinas
letais diretamente nas células bacterianas alvo, promovendo uma evasao
imunitaria (Hachani, Wood e Filloux, 2016).

A partir da importancia dos sistemas de secrecdo no mecanismo das
bactérias, estudos apontam que os principais sistemas presentes em
X.fastidiosa e que estdo associados com a viruléncia bacteriana, sédo o sistema
do tipo Il (relacionado com a secregdo de enzimas hidroliticas) e o sistema do
tipo VI (realizado pelas vesiculas de membrana externa) (Chatterjee, Almeida e
Lindow, 2008; Matsumoto et al., 2012). Varias moléculas sdo secretadas por
estes diferentes tipos de sistemas e exercem influéncias distintas na
sobrevivéncia e colonizagcdo das bactérias. Um estudo recente demonstrou a
importancia de uma lipase/esterase secretada pelo sistema do tipo Il como fator

chave para a viruléncia de X fastidiosa (Nascimento et al., 2016).

14. Lipases/Esterases

As lipases consistem em hidrolases capazes de degradar as ligagdes de
éster carboxilico que estdo presentes nas moléculas de triacilglicerodis, gerando
como produtos acidos graxos e glicerol (Gupta, Gupta e Rathi, 2004). Estas
hidrolases séo produzidas livremente por varios microrganismos ou podem estar
associadas com esterases (hidrolases de éster carboxilico) (Kouker e Jaeger,
1987). As moléculas de acidos graxos que apresentam 10 ou mais atomos de
carbono s&o considerados substratos da lipase. Em contrapartida, as que

possuem menor tamanho (inferior a 10), geralmente, sdo produtos de esterases.
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Além disso, as lipases correspondem a enzimas extracelulares, tornando-se
necessaria a sua migragao por meio de membranas bacterianas, a fim de atingir
o seu destino final (Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999).

Umas das principais fungdes da lipase é proporcionar a transferéncia de
lipideos de um organismo para outro. O seu papel no metabolismo intracelular
de lipideos é bastante conhecido, uma vez que esta intrisicamente relacionado
com o funcionamento das membranas biologicas (Villeneuve et al., 2000). O
estudo destas moléculas vem aumentando em decorréncia da sua maior
caracterizagdo bioquimica e das suas propriedades fisiologicas. Elas
apresentam varias aplicagbes biotecnolégicas, dentre elas as de catalisadores
em quimica organica sintética e a utilizagdo como técnicas de imobilizagéo.
Atualmente, estudos que vem sendo extensivamente realizados € pela busca de
aplicacgdes industriais (Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999; Villeneu et al., 2000).

Nas ultimas décadas, o avango progressivo das metodologias de
caracterizagcao e identificacdo, além da sua relagdo com mecanimos de
viruléncia, tem tornado as lipases/esterases importantes alvo de estudo. Varias
pesquisas relatam essa associagao, tais como: LipA secretada de Xanthomonas
campestris pv.vesicatoria (Xcv) e Xanthomonas oryzae pv.oryzae (Xoo) como
importantes fatores de patogenicidade, sendo que nesta ultima a enzima atua na
degradacdo da parede celular no arroz (Aparna et al., 2009; Tamir-Ariel et al.,
2012); FLG1 de Fusarium graminearum como fator de viruléncia necessario para
infeccdo de cereais (Voigt, Schafer e Salomon, 2005) e Lip1 secretada por
Blumeria graminis sendo fundamental para a adesdo e desenvolvimento do
fungo (FENG et al., 2009).

A auséncia da lipase LesA (PD1703) no sequenciamento do genoma de
X.fastidiosa cepa EB92-1 (ndo patogénica) e, posteriormente, a inser¢gao deste
gene na cepa ocasionando maiores sintomas de PD em videiras, refor¢a a sua
importancia como um dos principais efetores de patogenicidade (Zhang et al.,
2011; Zhang et al., 2015). Uma analise detalhada do secretoma de X.fastidiosa
Temecula 1 demonstrou a presenga abundante da proteina LesA (PD1703) em
extratos das proteinas soluveis do sobrenadante (PSS) e em vesiculas de
membrana externa (OMVs). E importante ressaltar que esta proteina é

considerada ortdloga a uma enzima degradadora da parece celular (LipA)
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encontrada em algumas cepas de Xanthomonas. A partir desse estudo,
observou que a LesA desencadeava uma reacao de hipersensibilidade em
videiras, e que bactérias contendo mutag¢des no gene codificador desta proteina
apresentavam menor viruléncia. Além disso, foi possivel analisar que o seu
acumulo em regides com necrose foliar esta diretamente relacionado aos
sintomas de PD e inversamente com a concentragao bacteriana (Nascimento et
al., 2016).

1.5. Fatores de viruléncia e patogenicidade de X.fastidiosa

O sequenciamento da cepa 9a5c de X.fastidiosa, juntamente com as de
demais localidades e hospedeiros, integrado com estudos bioquimicos,
genéticos e fitopatoldgicos propiciam informagdes extremamente relevantes
para a compreensao do mecanismo e dos principais fatores de viruléncia e
patogenicidade destas fitobactérias (Simpson et al., 2000). A partir do genoma
sequenciado, a principal caracteristica evidenciada na X.fastidiosa foi o fato de
ser uma bactéria muito adesiva, tendo em vista a identificacdo de varios genes
codificadores de adesinas fimbriais e afimbriais que estdo relacionadas com a
formacao de biofilme (Chatterjee, Alimeida e Lindow, 2008). As adesinas fimbriais
sdo capazes de formarem estruturas filamentosas, incluindo pili de varios tipos,
enquanto que as adesinas afimbriais produzem projecdes na membrana externa.
No entanto, os dois tipos s&o responsaveis pelo processo de aderéncia das
células (Caserta et al., 2010; Feil, Feil e Lindow, 2007).

Os pili identificados na X.fastidiosa estao localizados em apenas um dos
polos da célula e sio classificados de acordo com os seus tamanhos e fungdes,
podendo ser de dois tipos: longo (1.0 a 5.8 ym) ou curto (0.4 a 1.0 pm)
(Chatterjee, Almeida e Lindow, 2008; Meng et al., 2005). O pilus longo, também
denominado de pilus do tipo IV, consiste em uma estrutura de motilidade
alternativa ja que a bactéria ndo possui flagelos. Ele esta associado com a
motilidade do tipo twitching, a qual corresponde a um movimento bacteriano que
ocorre a partir dos movimentos de extensao, ligacdo e retragcdo destas
estruturas. Estudos demonstraram que a bactéria migra preferencialmente

contra uma corrente de fluido, sugerindo que este tipo de motilidade possibilita a
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movimentagéo da bactéria a longas distancias no interior da planta. Além disso,
o pilus longo também esta envolvido na formagao de biofilme (Fuente et al.,
2007; Li et al., 2007; Meng et al., 2005). Em relagé&o ao pilus curto ou pilus do
tipo I, os estudos demonstram o seu envolvimento na ades&o a substratos e
superficies, como também no processo de formagado de biofilme e agregacéao
(Caserta et al., 2010; Li et al., 2007; Simpson et al., 2000).

Além das adesinas fimbriais, vém sendo demonstrada a importancia das
adesinas afimbriais na maturagao do biofilme e na agregagao célula-célula. Os
principais exemplos sdo os genes codificadores de adesinas similares a
hemaglutininas (Hxf) e de adesinas autotransportadoras triméricas (Xad)
(Caserta et al., 2010; Guilhabert e Kirkpatrick, 2005; Voegel et al., 2010). Os tipos
de Hxf identificadas em X. fastidiosa s&o a HxfA e a HxfB. A versdo mutante
destas proteinas (hxfA e hxfB) demonstrou que as suas principais funcdes
citadas anteriormente sofreram alteragdes in vitro e in planta. Tal fato, fortalece
a hipdtese de que elas tém papel fundamental para garantir a adesao superficial
(Guilhabert e Kirkpatrick, 2005). Em relagdo as Xad e com o auxilio da
microscopia, foi possivel demonstrar que XadA1 é componente de OMV. Estas
particulas esferdides sao formadas a partir de um segmento da membrana
externa, que esta associado com um conteudo periplasmico. Uma das suas
principais caracteristicas € a capacidade de bloquear o processo de formacéao
de biofilme, limitando estritamente a colonizacao da bactéria na planta e,
consequentemente, influenciando no mecanismo de patogénese (Ellis e Kuehn,
2010; lonescu et al., 2014).

Muitas bactérias produzem polissacarideos extracelulares (EPS) que séao
considerados importantes na viruléncia e na formagao de biofilme de varias
bactérias patogénicas. No grupo de plantas das Xanthomonas, tais como X.
campestris pv. campestris e X. oryzae pv. oryzae, 0s polissacarideos
extracelulares s&o identificados como genes gum. Este conjunto de 12 genes
(gumB a gumM) é responsavel por codificar enzimas que estdo associadas com
a formagéao da goma fastidiana (Chatterjee, Almeida e Lindow, 2008; Silva et al.,
2001; Simpson et al., 2000). Além disso, tais enzimas podem auxiliar no

movimento da bactéria em tecidos nao colonizados do hospedeiro e mobilizar
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polimeros presentes na planta para facilitar a captagao de nutrientes do meio
(Danhorn e Fuqua, 2007; Torres et al., 2007).

O lipopolissacarideo (LPS) é considerado também um fator de viruléncia
relevante em Xylella, e consiste em um componente presente na maior parteda
membrana externa de bactérias Gram-negativas (Clifford, Rapicavoli e Roper,
2013). Devido a sua localizacao, € fundamental no processo de adesao da célula
bacteriana a superficie ou a célula hospedeira. Além disso, também atua como
uma barreira protetora a substéncias antimicrobianas téxicas. Esta
macromolécula é formada por uma por¢ao de oligossacarideo com lipideo A,
altamente conservada, e outra por¢ao variavel de antigeno O. Esta estrutura do
antigeno demonstrou-se favoravel a algumas etapas, tais como: adesdo a
superficie, agregacéo célula-célula e maturagdo do biofilme. As etapas citadas
sao indispensaveis para a viruléncia, uma vez que esta associada com o
desenvolvimento da doencga de Pierce nas videiras, e para o estabelecimento da
infeccdo no xilema do hospedeiro. Tal fato foi comprovado pela delecdo do
segmento do antigeno O na estrutura, a qual teve como consequéncia o
comprometimento da sua capacidade de colonizar o hospedeiro (Clifford,
Rapicavoli e Roper, 2013). Tendo em vista a atuagado do LPS na adeséo aos
vasos do xilema, questionou-se sobre a sua participagdo no procedimento de
adeséao da Xylella ao sistema digestoério dos insetos considerados como vetores.
Uma mutagao no antigeno O, confirmou uma redugao na capacidade da bactéria
em aderir a parede do tubo digestorio (Rapicavoli et al., 2015). Um estudo
recente demonstrou, a partir de analises funcionais, que a inativagdo do gene
UDP-xylose synthase (Uxs) em X.fastidiosa afeta a estrutura do LPS em
diferentes cepas de cafeeiro. A consequéncia advinda de tal alteracéo é capaz
de interferir nas interagdes patdégeno-hospedeiro e patdgeno-vetor, ressaltando
assim a importancia deste componente na viruléncia de X.fastidiosa (Alencar et
al., 2017).

Ha varias enzimas responsaveis pela degradagdo da parede celular de
plantas (Cell wall degrading enzymes, CWDE) que sao codificadas no genoma
de X.fastidiosa, dentre elas as endoglucanases, xilanases, poligalacturonases e
glicohidrolases (Simpson et al., 2000). Estas enzimas sao secretadas para o

meio extracelular por meio do sistema de secrec¢ao do tipo Il (Chatterjee, Almeida
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e Lindow, 2008). A partir da presenga de uma poligalacturonase e uma
endoglucanase no hospedeiro, foi possivel observar que as mesmas provocaram
alteragdes na porosidade da membrana, facilitando o deslocamento e a
movimentagao da bactéria ao longo da planta (Pérez-Donoso et al., 2010; Roper
et al., 2007). Além disso, a analise genbmica demonstrou que tal fitobactéria
pode utilizar os produtos resultantes da degradagao da parede celular como uma
fonte de carbono (Chatterjee, Almeida e Lindow, 2008).

Além da barreira fisica estabelecida pela parede celular, a disseminagao
do patégeno é também contida pelos mecanismos de defesa produzidos pelo
hospedeiro. Neste caso, engloba a producao de tiloses e polissacarideos que
tem como finalidade bloquear as células do xilema apés a infecgéo (Chatterjee,
Almeida e Lindow, 2008). Outros elementos que também sio produzidos e
liberados pela planta sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS), como
superoxido e peréxido de hidrogénio. Estes elementos s&o considerados toxicos
para as membranas celulares, podendo inibir o crescimento da bactéria e o
desenvolvimento da doenga (Wojtaszek, 1997). No entanto, alguns genes de
defesa que buscam degrada-los foram identificados em X.fastidiosa. Entre eles
estdo genes codificadores da catalase, da superdxido dismutase, da glutationa
peroxidase, da glutationa S-transferase, além de gene reguladores como oxyR
e Ohr (Cussiol et al., 2003; Lambais et al., 2000; Toledo et al., 2011).

Um outro mecanismo de viruléncia da X. fastidiosa é a sintese detoxinas
que pode interferir no processo de morte celular do hospedeiro, assim como na
regulagcao de fatores de transcricdo responsaveis por monitorar a sobrevivéncia
celular (Weinrauch e Zychlinsky, 1999). As principais sao as RTX (repeats in
toxin), pertencentes a uma familia de proteinas que incluem toxinas citoliticas,
metaloproteases e lipases. Elas sao classificadas em duas categorias com base
na especificidade de sua célula-alvo: as hemolisinas, que afetam varios tipos de
células de diferentes espécies e as leucotoxinas, as quais sao toxicas para
grupos restritos de células de apenas algumas espécies. No entanto, ambas
influenciam nos processos de segmentagdo, insercdo e translocagdo de
proteinas aquosas localizadas nas membranas lipidicas (Lally et al., 1999;
Simpson et al., 2000). De acordo com Merfa e colaboradores (2016), a

superexpressdo da toxina MgsR em X.fastidiosa foi responsavel por regular
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positivamente a formacao de biofiimes e negativamente o movimento celular,
indicando uma redug@o na sua patogenicidade. Além disso, esta fitobactéria
apresenta certos genes, proteinas de imunidade e anti-toxinas que tem como
principal fungao transportar as toxinas para o meio extracelular (Santiago et al.,
2016).

As proteases sdo enzimas consideradas indispensaveis para a
colonizacéo de X.fastidiosa. A partir da analise do banco de dados do proteoma
e da anotagdo dos genomas desta bactéria, foi possivel observar que 9% das
proteinas totais extraidas sdo proteases. Dentre elas foram identificadas sete
serina-proteases, quatro metalo-proteases (algumas dependentes de zinco) e
uma cisteina-protease (Fedatto et al., 2006; Simpson et al., 2000; Smolka et al.,
2003). De acordo com Mendes e colaboradores (2016), 71 proteinas foram
diferencialmente expressas quando comparado as cepas 9a5c e J1a12 de X.
fastidiosa subsp. pauca. Dentre elas, varias proteases sio identificadas e estao
relacionadas ao crescimento e manutencao do biofilme no interior dos vasos
xilematicos. Além deste trabalho, ha outro que também identificou a presenca de
proteases sendo secretadas pela mesma fitobactéria (Smolka et al., 2003). As
proteases podem desempenhar dois papéis principais, sdo eles: auxiliar as
CWDEs na degradacdo da parede celular do hospedeiro, proporcionando um
aumento da propagacado bacteriana ou podem ser utilizadas para fins
nutricionais. Sendo assim, a influéncia destas enzimas na patogenicidade
bacteriana esta diretamente relacionada com o sistema patégeno-hospedeiro e,
consequentemente, influencia na viruléncia in planta (Dow et al., 1990; Fedatto
et al., 2006; Fry, Huang e Milholland, 1994; Gouran et al., 2016).

As OMVs consistem em particulas esferoidais que sé&o secretadas pela
maioria das bactérias Gram-negativas, inclusive pela X.fastidiosa. Elas integram
o sistema de secrecao do tipo Il e sdo responsaveis por transportar fatores de
viruléncia a longas distancias. Além disso, a presenga de proteinas confere a
estas estruturas aderéncia a superficies de contato com a bactéria. Dessa forma,
essas vesiculas contribuem para a disseminagdo bacteriana sistémica, no
interior do hospedeiro, como foi relatado em alguns estudos (lonescu et al., 2014;
Nascimento et al., 2016; Voegel et al., 2010).
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Outra molécula bastante relevante no mecanismo de viruléncia da
X.fastidiosa e que confere a bactéria a capacidade de coordenar a expressao
génica por meio da liberagao de pequenas moléculas de sinal € a DSF (Diffusible
signaling factor). Esta molécula é sintetizada e secretada pelos genes rpf
(regulation of pathogenicity factors), os quais apesar de serem comuns a varias
espécies de bactérias fitopatogénicas, regulam diferentes fenétipos (Chatterjee,
Almeida e Lindow, 2008; Ryan e Dow, 2011; Seshasayee, Fraser e Luscombe,
2010). Os genes rpfF e rpfB séo codificadores de uma enoil CoA-hidratase e de
uma ligase de acil-CoA de cadeia longa, respectivamente. Entretanto, os dois
influenciam na sintese e no processamento de diferentes moléculas de DSF.
Além desses genes, ha também o rpfC que é considerado um sensor de DSF
formado por dois componentes hibridos. A sua fungéo € perceber os diferentes
niveis de concentracdo de DSF e gerar mecanismos de respostas que levam a
alteragao de varios genes nas células, incluindo aqueles associados a viruléncia.
Outro gene relevante é o rpfG que consiste em um regulador de resposta, cuja
atividade influencia positivamente a expressdo de genes relacionados a
viruléncia (Chatterjee, Aimeida e Lindow, 2008). A variagao dos niveis de DSF
faz com que a populagao bacteriana de Xylella apresente duas fases distintas no
interior dos vasos do xilema. A primeira € denominada como fase de colonizacao
do hospedeiro vegetal, em que ha uma colonizagdo vascular extensiva, um
pequeno numero de células dentro dos vasos e auséncia de sintomas das
doencas. Em seguida, ocorre a chamada fase de aquisi¢cao pelo inseto, a qual é
caracterizada pelos seguintes aspectos: aumento significativo de células nos
vasos, surgimento dos sintomas das doengas e multiplicagdo celular retardada
nos vasos devido a oclusdo dos mesmos. Logo, a alternancia entre essas duas
fases fenotipicas é de fundamental importancia para a sobrevivéncia da célula
nos diferentes nichos e condigdes nos quais se encontra (Chatterjee, Almeida e
Lindow, 2008).

1.6. Importancia do biofilme bacteriano

O biofilme consiste em agregados bacterianos, em que as células estao

envoltas por matrizes poliméricas produzidas por si mesmas (Marques et al.,
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2002). O desenvolvimento do biofilme esta relacionado com a presencga de varias
proteinas e estruturas de superficie celular bacteriana, tais como adesinas,
proteinas de membrana externa e exopolimeros (Castiblanco e Sundin, 2016).
Além disso, a sua formacado consiste em um mecanismo de adaptagao das
bactérias contra condicdes ambientais adversas e é considerado um fator
primordial no mecanismo de doengas dos patdgenos bacterianos de plantas
(Chatterjee, Almeida e Lindow, 2008; Gerlach e Hensel, 2007).

Tendo em vista que a formagao do biofilme da bactéria X.fastidiosa esta
relacionada com a sua patogenicidade, analises para detectar e comparar a
expressao de genes em células do biofilme e planctdnicas sdo fundamentais
para a melhor compreensao deste mecanismo (Marques et al., 2002). Um estudo
realizado com a X.fastidiosa cepa 9a5¢c demonstrou a expressao diferencial de
genes no biofilme, quando comparado as células plancténicas. Estes genes
estdo envolvidos em alguns processos importantes, tais como fungdes
metabdlicas, adeséo a superficie e colonizagéo (Souza et al., 2004).

O processo de adesao da bactéria a superficie envolve interagoes
especificas e nao especificas, as quais sdo fundamentais na capacidade da
célula em fixar ou resistir ao desprendimento da superficie. A formagcdo do
biofilme apresenta as seguintes etapas principais: ligacdo reversivel do
microrganismo a superficie; associagao irreversivel estimulando a presenca de
componentes (tais como pili, exopolimeros e proteinas de adesido) que
contribuem para uma forte aderéncia mediante interacbes moleculares
especificas; proliferacdo e adesao célula-célula; maturacdo do biofilme com a
presenca de uma matriz polimérica, sendo um constituinte estabilizador. Os
principais fatores que interferem nestas etapas sao a
hidrofobicidade/hidrofilicidade, além da estrutura e rugosidade do substrato
(Katsikogianni e Missirlis, 2004; Shall, Stout e Mitchell, 1971). De acordo com
Lorite e colaboradores (2011), a natureza quimica da superficie € um fator
primordial para a adeséo da X.fastidiosa, uma vez que demonstrou a importancia
da presenca de grupos fosfato na superficie do substrato.

Outro estudo também mostrou a importancia de adesinas, mais

especificamente as hemaglutininas, na formagao de coldnias, maturagéo do
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biofiime, e consequentemente, na viruléncia da fitobactéria X fastidiosa
(Guilhabert e Kirkpatrick, 2005).

A formagao do biofilme é influenciada por varios estimulos que atuam por
meio de sistemas regulatorios conservados. A sinalizagao interna mediada por
Quorum sensing, tem como finalidade a modulagao e coordenagao da interagao
planta-hospedeiro (Bodman, Bauer e Coplin, 2003; Danhorn e Fuqua, 2007).
Outros fatores a serem considerados s&o o monitoramento da agregagao e
adesao a superficies de acordo com a disponibilidade de nutrientes chaves, e a
varigao fenotipica em busca de uma melhor adaptagao. A liberagao de exsudatos
das plantas e a presenca de estruturas bacterianas associadas a superficies,
contribuem para a motilidade e adeséo da bactéria, respectivamente (Danhorn e
Fuqua, 2007).

Em relacdo a formacédo do biofiime de X fastidiosa, um estudo com
mutantes da cepa Temecula para o gene rpfF (codificador de uma molécula
sinalizadora), fez com que Newman e colaboradores (2004) observassem que
esta molécula é fundamental para a formagao do biofilme no vetor. A pesquisa
demonstrou que a cepa modificada apresentou maior viruléncia do que a cepa
selvagem quando foram inoculadas mecanicamente nas plantas. Além disso,
curiosamente, mesmo esta cepa mutada foi capaz de formar biofilme nas
plantas. Este fato sugere que a arquitetura do biofilme €& determinada
diretamente pela expressao génica de X.fastidiosa.

Diferencas no aspecto do biofilme foram observadas entre as cepas 9a5c
e Fb7 de X.fastidiosa em meio de cultura PW. A Fb7 apresentou crescimento
predominantemente planctdnico e auséncia do biofilme aderido a superficie. Por
outro lado, a cepa 9a5c é capaz de formar agregados mais compactos, e tem a
presenga do biofilme aderido a superficie do frasco de cultivo (Santana, 2012).
Esta diferenga no fendtipo de Fb7 em relagao a outras cepas patogénicas, torna-
se necessario a busca pela identificagcado de fatores que estejam relacionados a
estas caractéristicas fenotipicas, e consequentemente, com os processos de

viruléncia e patogenicidade da bactéria X.fastidiosa.

1.7.  Anadlise proteémica
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O termo proteoma, derivado da expresséao “produto proteico do genoma”
consiste na caracterizagdo molecular de um organismo a nivel de proteinas
expressas. Além de realizar a identidade proteica do alvo em questdo, esta
analise também é capaz de verificar modificagbes pos-traducionais, interacdes
intermoleculares e localizagao celular. Para isso, a protedmica engloba varias
tecnologias, sejam elas analiticas ou bioinformaticas, para analisar milhares de
proteinas simultaneamente (Traini et al., 1998).

O campo da protedmica vem crescendo nas areas de pesquisa devido ao
maior acesso de informagdes a respeito das sequéncias de genes e proteinas.
Outro fator que também vem contribuindo € o desenvolvimento de técnicas mais
sofisticadas e eficazes, que identificam de forma mais precisa as proteinas em
amostras complexas (Martens et al., 2005). A técnica mais utilizada é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS/MS) (Webb-Robertson et al., 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem como finalidade
realizar uma analise quantitativa dos componentes presentes na amostra,
principalmente daqueles em baixa concentragcdo. Isso € possivel devido a
presenca de detectores no equipamento, tais como indice de refragao,
ultravioleta, espalhamento de luz e fluorescéncia. Para a confirmacdo da
identidade quimica do composto e validagado da analise qualitativa, acopla-se
esta técnica com a espectrometria de massa (LC-MS/MS). A espectrometria de
massa € responsavel por mensurar atomos e moléculas a fim de estabelecer
suas massas moleculares. Ou seja, a associacao destas duas técnicas gera uma
ferramenta analitica versatil tanto para analises quantitativas, quanto para
analises qualitativas (Lancgas, 2009). Esta técnica ainda é capaz de analisar
misturas de peptideos complexas (Patterson e Aebersold, 2003).

A analise protedmica contribui de forma significativa para o avango das
pesquisas em diversos segmentos. Na area vegetal, este estudo €& bastante
relevante e vem colaborando com a descoberta de novos fatores que estéo
intrinsicamente relacionados com a biologia do patégeno, e seu mecanismo de
viruléncia e patogenicidade. O conhecimento detalhado das estruturas e fungdes
de determinados componentes, permitem a execuc¢ao de medidas de controle e

eliminagdo de bactérias fitopatogénicas que causam diversas doengas e,
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consequentemente, ocasionam impacto ambiental e econdémico. Alguns
exemplos de pesquisas advindas da analise protedmica sdo: comportamento do
arroz sob condigdes de estresse e apds a recuperagéo da seca (Salekdeh et al.,
2002); mecanismos de estresse salino (Zhang et al., 2012) e componentes
relacionados ao estresse abidtico (Kosovaa et al., 2011; Qureshi, Qadir e Zolla,
2007). Em relagéo a X. fastidiosa, ha alguns estudos analisando o proteoma do
biofilme (Silva et al., 2011); a identificac&o de proteinas celulares e extracelulares
relevantes (Smolka et al., 2003); o estimulo de ferro (Zaini et al., 2008); a analise
do caule da videira apés infeccdo (Yang et al., 2011); a determinagdo de
proteinas extracelulares in vitro (Mendes et al.,, 2016) e uma proteina
lipase/esterase como fator chave para a viruléncia em videiras (Nascimento et
al., 2016).

Todos os fatores de viruléncia citados anteriormente, enquadram na
hipotese de que essas proteinas secretadas pelo patéogeno influenciam no seu
mecanismo de viruléncia e patogenicidade. Logo, € imprescindivel a
identificacdo dessas moléculas por meio da analise protedmica, assim como a
realizacdo de estudos mais profundos que busquem a compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos. Com a descoberta de novos processos, €
possivel desenvolver medidas de controle da doenga mais eficazes e menos
prejudiciais ao meio ambiente.

Dessa forma, o presente estudo busca obter o perfil protedmico de duas
cepas de X. fastidiosa, a fim de reduzir os impactos causados pela CVC. Esta é
uma técnica indispensavel para a identificagdo de moléculas presentes em
grande quantidade, as quais s&o primordiais para o processo de viruléncia e
patogenicidade desta fitobactéria. Tal conhecimento permite elucidar melhor as
interacdes planta-patdgeno, auxiliando no desenvolvimento de estratégias para

combater e evitar os prejuizos causados por este patdgeno.

2. Objetivos

21. Objetivo geral
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O objetivo principal deste trabalho foi prover uma analise quantitativa e
detalhada das proteinas extracelulares das cepas 9a5c e Fb7 de X.fastidiosa, as
quais sao agentes causais da CVC. A identificagdo e a comparacao dos niveis
de expressao de diferentes proteinas, apresentam um papel fundamental para a
melhor compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e viruléncia do

patdgeno.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar o cultivo in vitro das cepas 9a5c e Fb7 de X.fastidiosa em meio
PW, e posterior segregacao das proteinas totais e secretadas para
analises comparativas;

e Avaliar a atividade lipasica e esterasica das proteinas totais e secretadas
das duas cepas;

e Caracterizar por espectrometria de massa (LC-MS/MS) as proteinas totais
e secretadas de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7;

e Validar e comparar por PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR) a
expressao de diferentes proteinas presentes nas amostras totais e

secretadas das cepas 9a5c e Fb7.

3. Material e Métodos

3.1. Manutengcdao e condicoes de crescimento das cepas de

X.fastidiosa

A cepa de X.fastidiosa 9a5c utilizada no trabalho tem origem no municipio
de Macaubal no estado de Sao Paulo, e o local de origem da cepa Fb7 € a cidade
de Bella Vista na provincia de Corrientes na Argentina. Os estoques em glicerol
50% das cepas 9a5c e Fb7 foram recuperados em placas de Petri, contendo
meio PW (Periwinkle Wilt) sélido mantidas a 28°C por sete dias. O meio PW é

constituido de 4gua destilada deionizada, 0,4% de peptona de soja, 0,1% de
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caseina, 6 mM de fosfato de potassio dibasico anidro (K2HPO4), 7 mM de fosfato
de potassio monobasico anidro (KH2POa4), 1% de estoque de cloreto de hemin
(0,1% de hemina bovina em 0,05 N NaOH), 0,4 mM de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO4 7H20), 1% de estoque de fenol vermelho (0,2% de
phenol red em agua destilada), 5% de estoque de glutamina (8,0% de glutamina
em agua destilada) e 3% de estoque de albumina de soro bovina (20% de BSA
em agua destilada). Para a preparagcdo do meio sélido adicionou-se 1,5% de
agar. Todos os reagentes do meio, exceto o BSA e a glutamina, foram
adicionados e homogeneizados. Em seguida, o material foi esterilizado em
autoclave por 20 minutos. A solucéo de glutamina foi aquecida vagarosamente
para a sua total dissolugéo, e tanto os estoques de glutamina quanto de BSA
foram esterilizados utilizando filtros com membranas de 0,2 um. Na capela de
fluxo laminar, estas duas solucdes filtradas foram adicionadas ao meio basal
autoclavado apés resfriamento (Davis, French e Schaad, 1981).

Para a manutencdo das culturas, as mesmas foram submetidas a
repiques semanais em placas de meio PW-agar com incubagao a 28°C. No
momento em que 0 numero de passagens era superior a 20, um novo cultivo era
iniciado a partir de estoques congelados a -80°C.

Apo6s 7 a 10 dias de cultivo das bactérias em meio sélido PW-agar, estas
foram transferidas para o erlenmeyer contendo 50 mL de meio PW e incubadas
a 28°C com 200 rpm de agitacao por até 10 dias. O cultivo em meio liquido, foi
iniciado com DO600nm 0,05.

3.2. Obtencgao das proteinas totais e secretadas de X.fastidiosa

Apoés os 7 dias de crescimento, em ftriplicata bioldgica, as culturas de
X.fastidiosa 9a5c e Fb7 em 50 mL de meio PW foram centrifugadas a 8.000 x
rpm por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes, contendo as proteinas secretadas,
foram concentrados 50x usando o AMICON ULTRA-15 com filtros 3 kDa. Para a
obtengcdo das amostras concentradas, as mesmas foram submetidas a
centrifugacdes a 5.000 x g até atingir um volume final de 1 mL. Além dos
sobrenadantes, os pellets formados foram submetidos a extragao de proteinas

utilizando o reagente BugBuster® de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Cada pellet foi lisado com 1,5 mL da seguinte solugdo: 10 mL de BugBuster®,
100 pl de PMSF 5 uM, 100 ul de Benzamidina 5 uM e 200 pl de EDTA 0,5 mM.
Apods a adi¢cdo da solugao, vortexou-se por 10 minutos a temperatura ambiente
e por mais 10 minutos no gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
8000 rpm a 4°C durante 20 minutos. O sobrenadante obtido apds a
centrifugacéao, constitui a fragdo das proteinas totais, e foi armazenado em um
tubo a -20 °C para posterior utilizagdo na analise protebmica e no teste de

atividade esterasica.

3.3. Precipitagcao das proteinas totais e secretadas de X.fastidiosa

As amostras de sobrenadante concentradas e as lisadas foram
precipitadas a fim de reduzir o numero de compostos ndo proteicos das
amostras, para posterior utilizacdo na quantificagao e analise por espectrometria
de massa. O protocolo de precipitacdo foi feito com Acido Tricloroacético
(TCA)/Acetona, em que apdés a adicdo da amostra acrescentou a acetona
gelada, seguido pelo TCA (100%, m/v em agua destilada) na proporgao de 1:8:1
(amostra/acetona/TCA).

A precipitagdo das amostras foi realizada a -20°C ao longo de uma hora,
seguido pela centrifugacao a 5.000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em tampao de solubilizagao
(Tiouréia 2 M, Tris 40 mM, CHAPS 2%, DTT 18 mM) para posterior

quantificacao.

3.4. Quantificacao das proteinas secretadas no sobrenadante apés

precipitacao e das proteinas totais

As amostras concentradas e precipitadas foram quantificadas, em
triplicata técnica e bioldgica, utilizando o método colorimétrico de Bradford com
leitura da absorbancia feita a 595 nm. Esta técnica consiste em uma alteracao
na absorbancia em decorréncia da ligagdo do azul de Coomassie a alguns
aminoacidos (Bradford, 1976). As amostras de sobrenadante precipitadas foram
diluidas 10x para realizar a quantificacdo com os volumes diluidos de 7 ul e 10

pl, completados com 233 pl e 230 ul de agua Mili-Q, respectivamente. Logo apos,
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adicionou-se 60 pl do reagente de Bradford (5x). Como branco foi utilizado os
volumes de 7 pl e 10 ul do tampao de solubilizagao (Tiouréia 2 M, Tris 40 mM,
CHAPS 2%, DTT 18 mM) diluido 10x. Para a quantificacdo das amostras de
proteinas totais utilizou-se a mesma metodologia. Neste caso, foi adicionado 2
Ml de amostra a 238 pl de agua Milli-Q e 60 pl do reagente de Bradford; 5 ul de
amostra foi adicionado a 235 pl de agua Milli-Q e 60 ul do reagente de Bradford;
10 pl de amostra foi adicionado a 230 ul de agua Milli-Q e 60 yl do reagente de
Bradford. Foi utilizado como branco a solugdo de BugBuster nesses mesmos

volumes.

3.5. Ensaio de atividade lipasica das amostras de proteinas

secretadas no sobrenadante

As amostras concentradas das proteinas secretadas, referentes as cepas
de X. fastidiosa 9a5c e Fb7 com 6 e 10 dias de crescimento, foram submetidas
ao ensaio de atividade lipasica. Para isso utilizou placas de Petri contendo 2%
de agarose, 1% de tributirina, 100 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 25 mM de CaCla.
ApOs a preparagédo do substrato, foi feito 5 perfuragdes circulares de 1 cm de
diametro no mesmo. Posteriormente, adicionou-se 100 ul das amostras em cada
orificio. O meio de cultura PW concentrado foi utilizado como controle negativo.
A placa foi incubada a 28°C e observada apds 5 dias para verificar a formagao

de um halo de hidrdlise, o qual é resultante da degradacéao da tributirina.

3.6. Ensaio de atividade esterasica das amostras de proteinas

secretadas e extratos totais

A fim de avaliar a atividade esterasica das proteinas secretadas e dos
extratos totais, mensurou-se a quantidade de 4-metilumbelilferone (4-MU)
gerada a partir do substrato 4-metilumbeliferil butirato (4-MUB). Para essa
analise foi usado o kit 4-Methlylumbelliferyl acetate substrate (Sigma), sendo que
o ensaio foi realizado em ftriplicata técnica com 80 pl da solugdo 4-MUB 5 mM

(1,25 mg 4-MUB; 125 uyl de DMSO; 1,25 pl de triton X-100) em tampao citrato
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(0,1 M &cido citrico e 0,05 M NaH2P0O4.12H20 em pH 5,0). Para cada amostra, a
quantidade de proteinas utilizada foi de 8,4 ug de proteinas em um volume final
de 20 ul completados com tampao PBS 1x pH 7,4. O branco das proteinas
secretadas foi o meio de cultura PW concentrado e o das proteinas totais foi o
reagente BugBuster. Apds o preparo das amostras na placa, a leitura foi
realizada no fluorimetro Multimode (EnSpire®). A atividade foi quantificada por
meio da fluorescéncia, a 365 nm de excitacdo e 455 nm de emissao, emitida

apos 30 minutos de reacgao.

3.7. Anadlise proteémica de lisados celulares

ApOds a precipitacao das amostras lisadas, as mesmas foram submetidas
a procedimentos de preparo para a analise no espectrometro de massas em
triplicata biologica. Amostras de extrato celular, apos precipitagdo por
TCA/acetona, foram reconstituidas em PBS e quantificadas utilizando fluorimetro
Qubit 2.0 (Invitrogen) nas condi¢gbes padrdo. A quantidade de 300 pg foram
precipitados com 4x volumes do reagente de precipitagcdo (CalBiochem) de
acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras precipitadas foram
reconstituidas em 100 yL de uréia 6 M acrescido de DTT 5 Mm e incubadas a
37°C por 30 min. Adicionou-se iodoacetoamida (IAA) 15 Mm e incubou em
temperatura ambiente por 30 min. O IAA foi entdo inativado com DTT 30 mM e
incubado for 10 min. A enzima Lys-C/tripsina foi adicionada para uma proporgéo
1:25 enzima:proteina e incubada a 37°C por 4 horas. Adicionou-se bicarbonato
de aménio 50 Mm e a digestdo prosseguiu overnight a 37°C. Os peptideos
digeridos foram entdo desalinizados usando ponteiras Aspire RP30 Desalting
Tips (Thermo-Fisher Scientific) e ressuspensas em tampao de carregamento
(Thermo-Fisher Scientific).

Os peptideos digeridos foram analisados em um espectrometro de
massas QExactive (Thermo-Fisher Scientific) acoplado com uma fonte de
ionizagdo por nanospray Easy-LC (Thermo-Fisher Scientific). Os peptideos
foram carregados em uma coluna (100 micron, C18 100A 5U) e desalinizados
em linha antes de serem separados em coluna de fase reversa (75 micron, C18
200A 3U). A duragdo do gradiente para separagdo dos peptideos foi de 60

minutos usando 0,1% de acido formico e 100% de acetonitrila como solventes A
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e B, respectivamente. Os dados foram adquiridos usando método MS/MS, com
uma amplitude de varredura de 300-1600 Da, resolugéo de 70.000, largura de
isolamento 2 m/z e energia de colisdo normalizada para 27.

A fonte de nanospray foi operada usando voltagem de 2,2 KV e
temperatura capilar de transferéncia de calor de 250°C. Os dados brutos foram
analisados com o programa X!Tandem e visualizados usando o programa
Scaffold (versao 3.01). Os peptideos identificados foram buscados no banco

UniProt e cRAP, que contém contaminantes comuns em amostras laboratoriais.

3.8. Extracao de RNA total

Os cultivos das cepas 9a5c e Fb7 de X.fastidiosa foram iniciados, a partir

de indculos advindos do cultivo em meio PW-agar ao longo de 10 dias na
DO600nm 0,05. Foram obtidas trés réplicas bioldgicas do cultivo destas cepas.
Estas foram submetidas a crescimento a 28°C, com agitacdo de 200 rpm por 7
dias. Em sequéncia, os cultivos foram centrifugados (8000 x rpm, 20 minutos) e
os pellets obtidos foram utilizados imediatamente para a extragdo do RNA total.
Para a extracdo de RNA total foi utilizado o kit PureLink RNA Mini Kit
(Ambion). Nesse caso, seguiu-se as instru¢ées do protocolo especifico para
células bacterianas como sugere o fabricante. Apds varias lavagens com
tampoes, foi feita a eluigado final com agua livre de RNAse. A quantificacéo destas
amostras foi realizada com volume de 1 ul, em espectrofotémetro NanoDrop TM
1000 (Thermo Scientific). A eficacia da extragéo foi verificada pelos valores das
razdes 260/280 e 260/230. A fim de obter melhor razao 260/230, e consequente
reducédo do excesso de reagentes do kit, submeteu-se as amostras de RNA ao
protocolo de precipitagdo. Para o volume de 40 pl de RNA, adicionou-se acetato
de aménio 7,5M e etanol 100% gelado nas proporgbes de 0,25: 3,
respectivamente. Apos a adicdo das solugdes, as amostrasforam armazenadas
no freezer -20°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13 000 x
rpm, 30 min, 4°C) e o pellet foi lavado com etanol 70% gelado. Apds uma nova
centrifugacéo (13 000 x rpm, 10 min, 4°C), o sobrenadante foi descartado apds

a evaporagao do etanol. A ressuspensao das amostras foi realizada com agua
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livre de RNAse. As amostras foram quantificadas novamente pelo NanoDrop e

armazenadas no ultrafreezer a -80°C.

3.9. PCR Quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Um conjunto de genes codificadores das proteinas anteriormente
identificadas na analise protebmica que foram consideradas relevantes, foi
selecionado para ser validado por RT-gPCR.

Os iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta PrimerQuest do
site da IDT. O algoritmo blastn foi aplicado para alinhar os pares de iniciadores
contra o banco de dados de sequéncias de nucleotideos do NCBI, a fim de
excluir as regides ndo alinhadas com a sequéncia das duas cepas utilizadas de
X.fastidiosa. No total, foram sintetizados 16 pares de iniciadores, como pode ser
visualizado na Tabela 1.

As sinteses dos cDNAs referentes ao RNA total das culturas de
X.fastidiosa cepa 9a5c e X.fastidiosa cepa Fb7 (500 ng) foram realizadas
utilizando o kit de Transcriptase reversa M-MLV, de acordo com as instru¢des do
fabricante (Thermo Fisher Scientific).

As reacbes de transcricao reversa foram realizadas a 37°C durante 60
minutos no termociclador Mycycler (Thermo Fisher Scientific). No presente
estudo, a PCR em tempo real foi feita utilizando placas de 96 pogos e SYBR
Green em 7300 (Applied Biosystems) para avaliar os niveis de expresséo dos 16
genes selecionados. A condicdo da reacado universal do equipamento foi a
utilizada nesta analise. O gene enddgeno 16S de X. fastidiosa foi usado como
gene de referéncia. O nivel de fluorescéncia limiar foi ajustado manualmente
para cada placa usando o software SDS (Applied Biosystems). Apos a
exportagdo dos dados do Limite do Ciclo (Ct), as analises de dados foram

realizadas no Software DataAssist ™ v3.01 (Applied Biosystems).

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados na RT-qPCR.

Primer Sequéncia dos Primers (5’-3’)

XF0999 F CCTCACGGTGGCTATCAAAT
XF0999 R GGCGAAGAGTTTGTTGAGTTTC
XF1742 F CCTGCAGACGATCATCCC
XF1742 R CCTTGAAGTCGGTGAAGTAGAA
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XF2677 F GAAGTGGAGCGTTGGAGATT
XF2677 R TCCCGCATCCTCTCTCTTTA
XF0343 F GTGGTGACCATGACAAGGATAG
XF0343 R GGATCACGACACCAACTGAA
XF2586 F AGCGTCTTGATCGGGATTG
XF2586 R GAAGGTCTGTAATGGGTGATAGG
XF0028 F ATCAGGGTAAACGATGCGATAC
XF0028 R CCATCCGGGCTGAATACAAT
XF0872 F GCGTCAGTCTTTGCGGTATAA
XF0872 R CAACGCTTAGTGTCACCTACTAC
XF0156 F CTCCCAGTTAGAATCCCATTACC
XF0156 R TCTTCTCCGACGTTGTTTCC
XF1516 F GGGAGTAACAGCCTCGTATTG
XF1516 R CACCACTACCCACAGAAACTAC
XF0290 F AGCAGATCAACCCACACATC
XF0290 R GTTGCCGTTGCGTTCTAATG
XF0287 F ACCGTCTGCATCTAACACTTC
XF0287 R GACACTAACACCGCATTACCT
XF1114 F CAACCACAGATCCGCAATAAAG
XF1114 R AACACCTGACGGACATAACC
XF1115 F GCCTCGGACAACAAGGTATT
XF1115 R CGGCAGGCATAGTCCAATAA
XF2370 F CAAGTGATTGCTCAGGCTAAAG
XF2370 R CTCGATACGTGCCAAATCAAAG
XF0539 F CCATTTCCCATACAGAGACTCG
XF0539 R CCGAAGTAGATGGCAGGTTTAT
XF0083 F AGTGCGGCAACCAATGTA
XF0083 R GCTACCCATTGTGAGTTGTCT

4. Resultados

41. Ensaio de atividade lipasica das amostras de proteinas

secretadas

Tendo em vista a importancia das proteinas lipases/esterases no
processo de viruléncia e patogenicidade de bactérias, realizou-se o ensaio para
avaliar a existéncia de atividade lipasica nas proteinas secretadas de X
fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7. Para permitir a visualizacao foi utilizado como

substrato a tributirina (1%) incorporada ao gel de agarose. Os resultados
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demonstraram a formagdo do halo de degradacdo nas duas cepas de
X.fastidiosa. No entanto, € possivel visualizar na Figura 4 que a cepa Fb7

apresentou um maior halo quando comparado ao da cepa 9a5c.

Figura 4: Ensaio de atividade lipasica. A presenca do halo hidrolitico indica a atividade
lipasica das amostras de proteinas secretadas de X.fastidiosa 9a5c e Fb7 em triacilglicerideos

de cadeia curta. O meio de cultura PW foi usado como controle negativo.

4.2. Ensaio de atividade esterasica das amostras de proteinas totais

e secretadas

A presencga de atividade esterasica foi avaliada nas proteinas totais e
secretadas de X.fastidiosa cepa 9a5c e X.fastidiosa cepa Fb7. A quantificacao
foi realizada por meio da mensuragéo da quantidade de 4-metilumbelilferone (4-
MU). A partir dos graficos obtidos das proteinas totais e secretadas, é possivel
visualizar uma maior atividade nas proteinas totais em relagdo as secretadas.

Além disso, foi possivel observar também uma capacidade maior das proteinas
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totais e secretadas da cepa Fb7 em degradar ésteres de cadeia curta quando

comparada a cepa 9a5c (Figuras 5 e 6).

Proteinas totais
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Figura 5: Atividade esterasica das proteinas totais de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7.
A fluorescéncia teve emissdo a 365 nm de excitagdo e 455 nm de emissdo. A curva padrao
utilizada foi Y= (X-5552,9)/402,05 sendo, X a fluorescéncia obtida e Y ug 4-MU/ ug de proteina.
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Proteinas secretadas
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Figura 6: Atividade esterasica das proteinas secretadas de X. fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa
Fb7. A fluorescéncia teve emissao a 365 nm de excitagdo e 455 nm de emiss&o. A curva padrao
utilizada foi Y= (X-5552,9)/402,05 sendo, X a fluorescéncia obtida e Y ug 4-MU/ ug de proteina.

4.3. Andlise protebmica comparativa das proteinas totais de
X.fastidiosa 9a5c e Fb7

A analise protebmica realizada neste trabalho tem como finalidade
fornecer uma analise in vitro detalhada das proteinas totais de duas cepas
patogénicas de X.fastidiosa. Para esta analise, foram utilizadas as amostras
lisadas das cepas 9a5c e Fb7, sendo que ambas sdo agentes causais da CVC
em arvores citricas.

As amostras de proteinas totais de X.fastidiosa cepa 9a5c e X.fastidiosa
cepa Fb7, obtidas apds 7 dias de crescimento, foram submetidas a técnica de
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS). A
Tabela 2 representa a analise dos resultados obtidos das 119 proteinas que
foram identificadas nestas amostras. A fim de avaliar e comparar o nivel de
expressao das proteinas entre as duas cepas, foi calculado e utilizado como
base os valores de Fold Change (FC) que indicam a diferenga entre os niveis de
expressao proteica das duas cepas avaliadas. Assim, os valores de FC positivos

superiores a 1 indicam proteinas superexpressas na cepa Fb7 e os valores de
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FC negativos correspondem as proteinas subexpressas na Fb7 quando
comparado a cepa 9a5c. E possivel visualizar também na Tabela 2 outras
informacdes relevantes, tais como: localizagao das proteinas, valor do P-value e

presenca de peptideo sinal.
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Tabela 2. Lista das proteinas totais de X. fastidiosa 9a5c e X. fastidiosa Fb7 identificadas por LC-MSMS

Nimero Fold Change Local. Peso mol. N° % Pept.
de acesso! Descricio FB7/9a5c¢ P-value LBI-ID Prot> Teérico (kDa)®* pept. Cobertura Sinal*
QI9PF06  Proteina de membrana externa W 3,11 3,87E-06 XF 0872 ME 19,90 7 59 -
QI9PCN6  Proteina hipotética conservada 2,52 1,54E-06 XF 1742 D 37,32 4 6 35|36
Q9PA43  L-ascorbato oxidase 2,36 1,40E-05 XF 2677 D 80,88 8 27 29130
Q9PAV3 Lisozima autolitica 2,34 7,58E-07 XF 2392 D 23,34 5 29 -
QI9PGZ0 Protease de cisteina 1,94 3,59E-05 XF 0156 C 30,77 11 42 -
QI9PD63  Proteina de membrana externa exposta a 1,85 2,53E-05 XF 1516 D 98,28 7 10 -

superficie
QI9PEM9  Argininosucinato sintase 1,71 1,52E-06 XF 0999 C 44,02 10 31 -
QI9PEAS Proteina de membrana externa 1,59 0,016834813 XF 1123 P 26,21 3 44 24|25
QI9PCN4  Oxidoredutase 1,55 3,74E-06 XF 1744 C 26,60 6 34 -
QI9PFN8  Proteina de tolerancia ao cation divalente 1,50 0,009684938 XF 0619 C 12,47 2 7 -
periplasmatico
QI9PDU7 Proteina relacionada com 1,45 3,02E-06 XF 1282 D 55,84 3 8 2324
carboxipeptidase
QI9PGG3 Proteina nao caracterizada 1,44 9,91E-06 XF 0339 ME 97,83 9 9 34|35
QI9PE69  50S proteina ribossomal L16 1,41 0,011668742 XF 1159 C 15,49 3 12 -
QI9PCN3  Proteina ndo caracterizada 1,40 0,000173891 XF 1745 D 37,31 8 14 1920
QI9PCN7 Daunorrubicina C-13 quetoredutase 1,37 0,0001329 XF 1741 D 27,19 3 9 -
Q9PE63  30S proteina ribossomal S14 1,33 0,004852555 XF 1165 C 11,55 2 27 -
Q9PAG7 Proteina nao caracterizada 1,28 6,41E-05 XF 2551 D 92,29 18 35 -
Q9PD42  50S proteina ribossomal L13 1,21 0,002540811 XF 1537 C 15,98 2 18 -
QI9PEHO Uridilato quinase 1,12 1,80E-05 XF 1058 C 24,27 2 12 -
QI9PGB3 Sistema de dois componentes, proteina 1,11 5,88E-05 XF 0389 C 25,32 2 37 -
reguladora
QI9PGCS5  Citocromo putativo P450 133B1 1,10 2,09E-05 XF 0377 MC 44,99 4 14 -
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QYPGE4
Q9PCH2
QYPE62
QYPES57
QYPFE2
Q9PEPO
QYPHOS
Q9PE73
QYPEI8
Q9PAH9
Q9PCS5
QYPEG3
Q9PEQI
QYPFN3
Q9PEMS
Q9PGRO
Q9PEHS

QYPE76

QYPENO
QIPAX3
Q9PDX2
Q9PDX9
QYPEK7
Q9PGU3

Q9PC25
Q9PD25

Proteina ndo caracterizada

Proteina associada aos nucledides
30S proteina ribossomal S8

50S proteina ribossomal L15
Treonina--tRNA ligase
Dihidroorotase

Provavel citosol aminopeptidase

50S proteina ribossomal L2
Glutationa S-transferase

Proteina Fimbrial

Proteina de membrana externa P6
Glicose-6-fosfato 1-desidrogenase
Malato oxidoredutase

Chiquimato desidrogenase
Acetilornitina desacetilase

30S proteina ribossomal S15
Ditrans,policis-undecaprenil-difosfato
sintase

50S proteina ribossomal L3
N-acetilornitina carbamoiltransferase
3-isopropilmalato desidrogenase
Oligoribonuclease

Arginina deaminase

Proteina ndo caracterizada
Fosforibosilaminoimidazola-
sucinocarboxamida sintase
Glicina--tRNA ligase subunidade alfa
Fumarato hidratase classe 11

1,07
1,03
1,03
1,03
1,03
1,02
1,02
1,02
1,01
1,01
1,01
0,99
0,98
0,98
0,90
0,87
0,87

0,86
0,85
0,85
0,83
0,82
0,82
0,81

0,78
0,77

3,70E-05
0,000990817
6,88E-05
0,007286373
0,010201543
0,000102041
0,000499499
0,00610929
0,002502488
0,003438226
0,000311546
0,007014728
0,000316363
0,00037085
6,93E-05
0,003206156
0,000163567

0,003175803
3,84E-05

0,000599674
0,003473607
0,006474025
0,011473101
0,000402566

0,004188728
0,000949124

XF 0358
XF 1808
XF 1166
XF 1171
XF 0736
XF 0988
XF 0138
XF 1155
XF 1210
XF 2539
XF 1896
XF_1065
XF 0977
XF_0624
XF 1000
XF 0238
XF 1050

XF 1152
XF_0998
XF 2372
XF 1257
XF 1250
XF 1021
XF_0205

XF 1960
XF 1554

E

oHoNONONONOI-d HoNONONONONO NG Rw W)

OHONOHO NS NSNS

ON@!

46,56
11,64
14,34
15,51
72,72
49,14
51,72
30,03
22,69
15,36
19,64
53,25
82,99
30,22
38,89
10,19
28,93

22,89
37,62
38,30
21,90
34,16
32,18
34,53

35,06
49,99
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18
12
20
12
22
32
39
48
21
48

15
21
37
51

27
27
35

48
17
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QIPAS3
QYPH27
QIPASI

Q9PGZ6

QIPGQ7
Q9PB46

Q9PHBS
QIPGX4
QYPEN7

Q9PBQS
Q9IPGM4

QYPGR3
QYPARS
Q9PGTS
QYPFS0

Q9PGE6
QYPDKO
QIPAZI1

QYPEGS

508 proteina ribossomal L1

Proteina nao caracterizada
Terminacao da transcri¢do / proteina
antiterminacao NusG

Deoxiuridina 5'-trifosfato
nucleotidohidrolase

Proteina nao caracterizada
3-desoxi-mano-octulosonato
citidililtransferase
Fosfo-2-desidro-3-deoxiheptonato
aldolase

Fator de liberagdo da cadeia de peptideos
3

Fator de transcri¢do de ligagdo da RNA
polimerase DksA

Oxidoredutase

Pirofosfato--frutose 6-fosfato 1-
fosfotransferase

Fator de iniciacao da conversao IF-2
Inosina-5'-monofosfato desidrogenase
Indole-3-glicerol fosfato sintase
Fosforibosilformilglicinamidina ciclo-
ligase

Citocromo P450 putativo

Luciferase

Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase
6-fosfogluconolactonase

0,76
0,75
0,74
0,74

0,74
0,74

0,73
0,72
0,72

0,70
0,68

0,65
0,64
0,63
0,62

0,61
0,61
0,61

0,61

0,004510309
0,000677307
0,000449273

0,00093282

0,000116255
0,000326462

0,008446598
0,000416202
0,003829667

0,000253974
0,001008266

0,006414419
0,000767437
0,018023875
0,000426469

0,000167138
0,012406302
0,004830778

0,000245281

XF 2636
XF 0119
XF 2638

XF 0150

XF 0241
XF 2299

XF 0026
XF 0174
XF 0991

XF 2082
XF 0274

XF 0235
XF 2430
XF 0213
XF_0587

XF 0356
XF 1379
XF 2354

XF 1063

oRvNe!

ON@!

ONONON®

noz
Q)

24,30
38,23
21,18

16,25

31,01
27,88

39,70
60,85
34,54

28,98
45,26

97,01
52,19
28,70
39,44

44,66
35,58
20,37

26,28
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32
20
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27
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12

17

15
23
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12
28
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Q9PEI5

Q9PFX5
Q9PDM9
Q9PES3
QIPAC4

Q9PC95
Q9PCQ2

Q9PE00
Q9PF47
Q9PDTI

Q9PDZ6
QYPGDI1

Q9PH65
Q9PBT9
P63773
Q9PD44
Q9PCQ4
Q9PBA3
QYPGNS
QYPDZ7
QYPDJ7
Q9PBHO
QYPDI9
QIPG84

Acil-[proteina-transportadora-acil]--UDP-
N-acetilglucosamina O-aciltransferase
Proteina nao caracterizada

RNA polimerase fator sigma RpoD
30S proteina ribossomal S4

Protease de reforco de montagem beta-
barril putativo

Fosfoglicerato mutase
2,5-dicloro-2,5-ciclohexadiano-1,4-diol
desidrogenase

Proteina nao caracterizada

Cisteina sintase

Transferéncia de elétrons flavoproteina
ubiquinona oxidoredutase

Proteina nao caracterizada

Proteina de membrana de montagem
Fimbrial

Proteina de membrana externa Usher
Proteina de transferéncia conjugal

10 kDa chaperonina

Citrato sintase

Desidrogenase de agucar-fosfato
Protease periplasmatica
Fosfoglucomutase / fosfomanomutase
Proteina ndo caracterizada

Proteina nao caracterizada
Tioredoxina

Ubiquinol oxidase subunidade 2
Proteina de tolerancia ao tolueno

0,61

0,59
0,59
0,58
-0,59

-0,60
-0,61

-0,61
-0,64
-0,64

-0,65
-0,66

-0,67
-0,68
-0,69
-0,69
-0,70
-0,71
-0,72
-0,76
-0,76
-0,77
-0,79
-0,80

0,010333185

0,006870849
0,004184995
0,0072234

0,000561711

0,001054422
0,009429308

0,011841998
0,011810624
0,004955452

0,014021016
0,00143692

0,000531348
0,003802939
0,012683315
0,002264217
0,009637182
0,00052622
0,000115242
0,000526272
0,0149202
0,007822897
0,000113795
0,005566461

XF 1043

XF 0531
XF 1350
XF 1175
XF 2594

XF 1886
XF 1726

XF 1228
XF 0831
XF 1298

XF 1232
XF 0371

XF_0081
XF 2049
XF 0616
XF 1535
XF 1724
XF 2241
XF_ 0260
XF_1231
XF 1382
XF 2174
XF 1390
XF 0418
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E

C
D

28,36

37,31
69,91
23,54
62,36

23,77
26,00

14,18
34,19
60,01

137,88
25,13

98,17
49,55
10,09
47,87
36,34
54,14
49,40
67,60
20,59
31,70
35,76
24.47
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QYPBRB2
Q9PB37
Q9PEU0

QIPGK6
Q9PFU2
QYPE95

Q9PER4
QIPAZ6
Q9PELS
QYPBP7

Q9PF62
Q9PFKO
QYPH68
QYPFP6

Q9PGDO
Q9PET6
Q9PCDS
Q9PDT2
QYPH64
Q9PB38

QYPB61

Q9PC04

QYPEK2
Q9PFV7
Q9PAH6

Catalase-peroxidase

Proteina ndo caracterizada

Fator de montagem da proteina de
membrana externa BanD

Aconitato hidratase B

Proteina ndo caracterizada

Proteina de ligacdo ao repressor de
triptofano

Proteina ndo caracterizada

Proteina ndo caracterizada

Proteina ndo caracterizada

Precursor da proteina de resisténcia a
farmacos

Protease de zinco

Fosfatase alcalina

Adesina fimbrial

dTDP-glicose 4-6-desidratada
Proteina de montagem fimbrial
Provavel malato:quinona oxidoredutase
Proteina reguladora de nitrogénio P-II
Gluconolactonase

Proteina Chaperona

Proteina ndo caracterizada

Proteina ndo caracterizada

Proteina de superficie

Serina protease

Proteina ndo caracterizada

Proteina fimbrial

-0,80
-0,80
-0,80

-0,82
-0,86
-0,90

-0,91
-0,97
-0,99
-1,01

-1,02
-1,07
-1,10
-1,17
-1,18
-1,19
-1,20
-1,36
-1,42
-1,42
-1,50
-1,54
-1,66
-1,69
-1,80

0,000729562
0,001520549
0,000613832

0,000409003
0,005244322
3,61E-05

0,010349637
0,008320307
0,000199884
0,00694467

0,000741904
0,01769
0,001289843
1,50E-05
0,002301302
0,000139852
0,000296316
1,04E-05
0,001643355
2,99E-05
0,000284373
0,000542691
0,000254917
0,00048226
0,000447187

XF 2232
XF 2308
XF_0938

XF 0292
XF_0565
XF 1133

XF 0964
XF 2349
XF 1010
XF 2093

XF 0816
XF 0657
XF_0078
XF 0611
XF 0372
XF 0942
XF 1843
XF 1297
XF_0082
XF 2307
XF 2283
XF 1981
XF 1026
XF 0550
XF 2542

C
D
ME

C
D
D

E

onzUO

C

C

gouvoOzAaZzAOmTO

ME
ME
ME
E

83,45
14,64
33,32

93,98
32,43
20,47

17,86
79,20
19,88
42,30

104,98
60,49
36,86
35,40
19,43
62,71
12,41
37,26
28,75
17,62
34,30
118,45
91,57
113,87
15,03

\S}

28
12

O N N W

AN

I\JGLA»—'\ON»—thNO\N»—*O\N

50

58
59
48

65
27
28
38



QI9PBU4  Proteina nao caracterizada -2,20 1,08E-06

Q9PB04  Proteina GrpE -2,33 0,000386259
QI9PBE4  Proteina nao caracterizada -2,42 0,000662209
QI9PATS Bacteriocina -2,89 4,87E-06

1: Numero de acesso da proteina na plataforma UniProt Knowledgebase (UniProtKB; http://www.uniprot.org/);

XF 2041
XF 2341
XF 2200
XF 2407

e NONON®!

29,16
19,30
14,96
218,65

32
35
19

2: Localizagao das proteinas predita pelo PSORTb v 3.0. Subcellular Localization Prediction Tool (YU et al.,2010); (http://www.psort.org/psortb/); C: Citoplasma; ME: Membrana externa; D:

Desconhecido; E: Extracelular; MC: Membrana citoplasmatica; P: Periplasmatica; F: Fimbrial.

3: Peso molecular tedrico da proteina em kDa;

4: Posigao do peptideo sinal de clivagem como predito por SignalP 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/);
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As proteinas identificadas podem ser agrupadas de acordo com suas
funcdes (Figura 7). As enzimas correspondem a classe de proteinas em maior
predominancia, sendo seguida pelo grupo de proteinas nao caracterizadas.
Aquelas que foram agrupadas como outras, incluem adesinas, toxinas,
chaperonas, proteinas de superficie, reguladoras, fatores de transcri¢édo, dentre

outras.
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Figura 7: Classificagdo das proteinas identificadas na protedmica das amostras
totais de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7.

4.4. Anadlise da expressao de proteinas por PCR quantitativa em
tempo real (QRT-PCR)

A fim de obter uma validacdo da analise quantitativa das principais
proteinas identificadas nas cepas de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7 por LC-
MS/MS, foi realizada a qRT-PCR. Essa analise foi realizada com 16 primers,
sendo que, a principio, as proteinas alvo foram selecionadas com base nos
valores significativos de FC na tabela protedmica. Além destas, algumas
proteinas foram escolhidas de acordo com a importancia das suas funcdes
relatadas na literatura. A Tabela 3 lista as 16 proteinas avaliadas, com as suas

respectivas funcoes.
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Tabela 3: Proteinas de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7 analisadas por qRT-PCR.

T S ™ S

XF0156

XF1742

XF2586

XF2677
XF0028
XF0343

XF0872

XF0999

XF1516

XF0230
XF0287

XF1114

XF1115
XF2370

XF0539
XF0083

A partir do resultado obtido (Figura 8), é possivel observar que

praticamente todas as proteinas avaliadas foram mais expressas na cepa Fb7

Proteina hipotética conservada

de X fastidiosa.

estatisticamente significativos na X.fastidiosa cepa Fb7 quando comparados

com a X.fastidiosa 9ab5c. Estes resultados corroboram com os valores de FC

Proteasede cisteina (cpr6)

Proteina de mebranaexterna

TolC
L-ascorbato oxidase
fimT
mopB
ompW
Argininosucinato sintase
XadAl
rpfA
rpfB
rpfC
rpfF

gumB

pilA

fimA

Dessas,

Evasdoimune; ativagdo enzimatica; invasao celular (Nogaroto et al.,, 2006)

Biossintese de agucares (Souza et al., 2004)

Participa do sistema de secrecdo de fitobactérias (Reddy et al., 2007)

Biossintese de pequenas moléculas (Neto et al., 2010)
Formagdo do pili do tipo 1 e IV (Shiet al., 2010)

Colonizagdo e sobrevivéncia bacteriana (Dandekar etal., 2012)

Associagdo com as vesiculas de membrana externa (OMVs) (Sidhu et al., 2008)

Interferéncia no metabolismo bacteriano (Ardales ef al., 2009)

Adesdo; agregacdo celular; formacdo do biofilme
(Caserta et al., 2010)

Producdo e detecgdo de DSF (Wangetal, 2012)

Processamento damolécula de sinal DSF (Almeida et al., 2012).

Codifica uma proteina reguladora que contém sensor de quinase (Meinhardt et al., 2003)

Sintese do fator de sinal difusivel (DSF) (Lindow et af., 2014)

Producdo de polissacarideo extracelular e formagdo do biofilme (Souza et al., 2006)

Formacdo do pili do tipo IV (Shi et al., 2009)

Aderéncia aos vasos de xilema (Feil et al., 2003)

obtidos pela analise protebmica, como apresentado na Tabela 2.
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Figura 8: Comparacao entre os valores de fold-change (FC) das proteinas de

X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7 obtidos por RT-qPCR (p<0,001).
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5. Discussao

Varios estudos recentes vém demonstrando a importancia da realizagao
de analises protebmicas. A partir delas, é possivel identificar a expressao
diferencial de proteinas que estejam associadas aos mecanismos de
patogenicidade e viruléncia da X.fastidiosa. Além disso, esta analise ainda
possibilita o surgimento de hipdteses a cerca destes mecanismos, devido a
comparagao do perfil proteico entre cepas patogénicas e nao patogénicas
(Chakraborty et al., 2016; Gouran et al., 2016; Mendes et al., 2016; Nascimento et
al., 2016). Ao longo do trabalho, as proteinas foram identificadas de acordo com
a nomenclatura do Projeto do Genoma de X. fastidiosa que foi realizado pelo
Laboratdrio de Bioinformatica da Unicamp (LBI-ID).

A X fastidiosa cepa 9a5c¢ e a X.fastidiosa cepa Fb7 afetam laranjeiras e
sdo agentes causais da mesma doenga (CVC), mesmo sendo isoladas em areas
geograficas diferentes. Com base nisso, analises moleculares demonstraram uma
grande similaridade entre elas. Apesar destas semelhangas, diferengas
gendmicas relevantes sao observadas quando comparadas com outras cepas de
X.fastidiosa (Santana, 2007). Tendo em vista a importancia do perfil proteico na
influéncia de mecanismos de patogenicidade e viruléncia em fitobactérias, o
trabalho tem como finalidade comparar as proteinas expressas entre as cepas
virulentas 9a5c e Fb7.

A realizacdo de ensaios bioquimicos é fundamental para avaliar as
propriedades das proteinas secretadas e totais de X.fastidiosa 9a5c e Fb7. Dessa
forma, estes ensaios tem como finalidade comparar os niveis das proteinas que
apresentam caracteristicas de lipase/esterase. A importancia de avaliar este tipo
de proteina surgiu a partir da identificagdo da LesA (PD1703), como fator principal
responsavel pela viruléncia da bactéria X.fastidiosa Temécula 1 (Nascimento et
al., 2016).

As lipases (EC 3.1.1.3) sao enzimas pertencentes a classe das hidrolases,
responsaveis por catalisar a hidrolise de triglicerideos em acidos graxos e glicerol
(Joseph, Ramteke e Thomas, 2008). A fim de verificar a atividade lipasica das
amostras de proteinas secretadas de X.fastidiosa 9a5c¢ e Fb7, foi utilizado um

meio soélido suplementado com 1% de tributirina em emulsao. A tributirina
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consiste em uma molécula de triacilglicerideo de cadeia curta (C4). Esta quando
€ hidrolisada pela lipase, libera uma molécula de glicerol e trés moléculas de
acido butirico (Jaeger, Dijkstra e Reetz, 1999). A escolha deste substrato deve-
se a alguns fatores, dentre eles: boa visualizagao do halo hidrolitico; exige um
periodo curto de incubagao; facilidade na dispersdao em agua quando comparado
a outros substratos, tal como a trioleina que necessita de um estabilizador para
garantir uma emulsdo uniforme (Shelley, Deeth e Macrae, 1987).

Posterior ao preparo do teste, a atividade lipasica foi confirmada apds 5
dias por meio da formagao do halo ao redor dos orificos onde foram depositadas
as amostras. O resultado comprova a degradagdo da molécula de tributirina
presente no meio de cultura. Esta metodologia é considerada uma selecao
qualitativa, a qual é bastante utilizada para a identificacdo de microrganismos
produtores de lipase.

O controle negativo usado para a analise foi o meio de cultura PW,
reagente o qual estavam inseridas as amostras. Ao comparar as duas cepas de
X.fastidiosa, observa-se uma maior formacédo do halo na cepa Fb7 do que na
cepa 9a5c (Figura 4). Esta diferenga na intensidade do halo entre as cepas, é
em virtude do nivel de secre¢cdo de lipases extracelulares pelo patdégeno
(Cardenas et al., 2001). Sendo assim, tal fato levanta a hipétese da presenca
mais abundante da proteina LesA na cepa Fb7, e consequentemente, da sua
maior viruléncia. Quanto a diferenga nos dias de crescimento (6 e 10 dias) entre
a mesma cepa, ndo houve diferenca perceptivel no tamanho do halo de
degradagao.

Em relacdo a avaliagdo da atividade esterasica, o principio da
mensuragado consiste na presenca de esterases que catalisam a hidrdlise da
ligacado éster da molécula de acido graxo, a qual esta contida no composto 4-
MUB (4-metilumbeliferil butirato) (Gilham e Lehner, 2005). Esta reacdo é
responsavel por gerar um composto altamente fluorescente, 4-MU (4-
metilumbelilferone) e uma molécula de acido butirico (Roberts, 1985). A partir
deste produto fluorescente obtido, realiza-se a mensuragao por meio da leitura
no fluorimetro e posterior analise quantitativa das amostras. Os resultados
gerados aos 30 minutos de reacdo, demonstram que a X.fastidiosa Fb7

apresentou maior atividade esterasica tanto nas amostras de proteinas totais,
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quanto nas de proteinas secretadas (Figuras 5 e 6). Sendo que, em relagao as
proteinas secretadas, a cepa Fb7 apresentou aproximadamente 20x maior
quantidade do composto 4-MU, comparado a cepa 9a5c (Figura 6). Este
resultado corrobora com os resultados da atividade lipasica, indicando a
presenca superior de LesA na cepa Fb7.

Além da importancia das analises bioquimicas, uma técnica bastante
eficiente e sensivel para analisar o perfil proteico é a espectrometria de massa
acoplada a cromatografia (LC-MS/MS). E importante ressaltar que este estudo foi
feito de modo comparativo, a fim de avaliar o nivel de expressao proteica entre as
duas cepas.

A partir da Tabela 2, € possivel visualizar as proteinas identificadas pela
LC-MS/MS nas amostras de proteinas totais de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa
Fb7. Esta listagem permite analises mais detalhadas e uma possivel inferéncia
sobre a fungdo da maioria delas, buscando a importdncia das mesmas nos
mecanismos de viruléncia e patogenicidade da X.fastidiosa.

As enzimas foram a classe de proteinas detectadas de forma mais
abundante nesta analise (Figura 7). Estas moléculas sao alvos relevantes, devido
a sua prevaléncia e associagdo com a viruléncia em bactérias patogénicas. Dentre
as 58 identificadas, algumas apresentaram maiores valores de FC (>1),
demonstrando uma maior presengca em X.fastidiosa Fb7. Dentre elas estdo a
XF2677, XF2392, XF0156, XF0999, XF1744, XF1282, XF1741, XF1058, XF0377,
XF0736, XF0988, XF0138 e XF1210. A descricao das proteinas consideradas
mais relevantes e com maiores valores de FC, sao realizadas a seguir.

A enzima ascorbato oxidase foi identificada com expressédo 2,6 vezes
superior na X.fastidiosa cepa Fb7. Ela pertence a familia das oxidorredutases e é
responsavel por catalisar a reagao quimica do acido ascérbico e oxigénio. Os
produtos dessa reacao sao méleculas de dehidroascorbato e moléculas de agua
(Tullio, Liso e Arrigoni, 2004). De acordo com um estudo, a atividade dessa enzima
pode estar envolvida na sinalizagao celular, por meio da alteragao do estado redox
apoplastico (Pignocchi e Foyer, 2003). Esta variacdo da oxirredugao é capaz de
modificar as respostas de crescimento e defesa do hospedeiro, por meio das
moléculas envolvidas na cascata de sinalizacdo e pelos padrdes de expressao

génica (Pignocchi et al., 2006). Pignocchi e colaboradores (2003) observaram
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uma relagao entre a atividade dessa enzima com a altura e a biomassa em plantas
de tabaco. Além disso, a ascorbato oxidase pode estar envolvida no processo de
fotossintese, de amadurecimento de frutos e na recuperagao de feridas (Tullio,
Liso e Arrigoni, 2004). Em relacao a X.fastidiosa, a XF2677 foi identificada em
uma categoria funcional associada com a biossintese de biomoléculas (Neto et
al., 2010). Uma analise global de genes em diferentes variedades de plantas,
demonstrou também uma expressao diferenciada desta proteina. Tal fato pode
contribuir para a melhor compreensao das diferentes estratégias bacterianas que
sdo executadas para a sua sobrevivéncia no xilema (Federici et al., 2012).

A protease de cisteina foi identificada com expresséo 1,94 vezes maior na
cepa Fb7. Alguns exemplos deste tipo de proteina sdo XopD, AvrXv4, AvrPphB e
AvrRpt2 que possuem atuagcdo em subtratos de plantas especificas. Estes
efetores integram os mecanismos que as bactérias patogénicas utilizam para
infectar as células das plantas. Eles atuam por meio da protedlise de substratos
que sao reconhecidos indiretamente por proteinas R, alterando a fisiologia do
hospedeiro. A descoberta destas proteases e seus possiveis alvos fornecem
informacdes que identificam um possivel mecanismo de viruléncia e uma
consequente ativagdo da imunidade do hospedeiro (Hotson e Mudgett, 2004). A
analise de uma cisteina protease de X.fastidiosa, denominada Xylellain, permitiu
identificar uma expressao diferencial entre a cepa patogénica 9a5c e a cepa nao
patogénica J1a12. A auséncia do reconhecimento desta protease pelos anticorpos
na cepa nao patogénica, sugere a sua inexisténcia ou uma baixa expressao.
Sendo assim, este fato pode ser um indicativo da importancia desta molécula no
mecanismo de doenga da CVC causado pela X.fastidiosa 9a5c¢ (Nogaroto et al.,
2006).

A argininosucinato sintase foi identificada com expresséo 1,71 vezes
superior na cepa Fb7. Ardales e colaboradores (2009) analisaram o
comportamento do gene argG, responsavel por codificar uma argininosucinato
sintase, na patogenicidade de Xanthomonas oryzae pv. orizae (Xoo). Esta
bactéria é responsavel por causar praga no arroz, e consequentemente afeta a
sua producao em diferentes regidées do mundo. A partir da mutagao feita no gene
argG por meio de transposon, observou-se que esta provocou alteragcao

metabdlica, assim como comprometeu o crescimento e a viruléncia da bactéria
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patogénica no arroz. Dessa forma, o estudo demonstra a importancia deste gene
no crescimento e no mecanismo de patogenicidade da fitobactéria (Ardales et al.,
2009).

A enzima oxidoredutase foi identificada com expressao 1,55 vezes maior
na cepa Fb7. A DsbA (dissulfureto oxidoredutase) € um catalisador de formagéao
de ligagao de dissulfureto a medida que as proteinas emergem no periplasma na
célula (Rinaldi, Meza e Guimaréaes, 2009). Algumas bactérias, tais como E.coli,
Shigella flexneri, Yersinia pestis e Vibrio cholerae apresentaram redugao na
viruléncia. Tal fato esta associado com o processo de dobramento dessa proteina
(Vivian et al., 2009). O patdogeno X. fastidiosa apresenta duas oxidoredutases
pertencentes a familia DsbA. A XF1744 esta possivelmente associada com a
capacidade invasiva da bactéria (Nunes et al., 2003). Além disso, o secretoma do
oomiceto Phytophthora infestans identificou algumas oxidoredutases como
potenciais candidatos a fatores de viruléncia (Raffaele et al., 2010).

A proteina XF0377 corresponde ao citocromo P450, e foi identificada com
expressao 1,10 vezes superior na cepa Fb7. O citocromo P450 consiste em uma
familia de proteinas que esta envolvida em uma variedade de reacgdes, tais como:
produgdo de produtos secundarios (alcaléides, terpernos, lipideos); vias
biossintéticas de substancias reguladoras de crescimento (giberelinas, acido
jasménico) e mecanismos de desintoxicagdo (Paquette, Bak e Feyereisen, 2000;
Souza et al., 2007).

A enzima dihidrooratase (XF0988) foi identificada com expresséo 1,02
superior na cepa Fb7. Ela é responsavel por converter o acido carbamoil aspartico
em acido 4,5-dihidroortico em busca da sintese de pirimidinas (Zrenner et al.,
2006).

O gene XF0138 codifica uma citosol aminopeptidase que foi identificada
com expressdo 1,02 vezes maior na cepa Fb7. E responsavel por catalisar a
remogao de residuos de aminoacidos, interferindo no processo de degradagéao da
proteina e no metabolismo de peptideos que possuem propriedades bioldgicas
ativas (Silva et al., 2011).

A Glutationa S-transferase foi identificada com expressao 1,01 vezes
superior na cepa Fb7. Esta enzima integra o grupo das moléculas antioxidantes e

catalisa o ataque nucleofilico entre a glutationa e moléculas biolégicas que
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possuem um centro eletrofilico. Esta caracteristica lhe confere importancia no
processo de desintoxicagao celular (Arca et al., 1990). Na bactéria X.fastidiosa, a
XF1210 interfere no metabolismo biodegradativo, na desintoxicacdo e na
excrecao de substratos xenobidticos (Garcia et al., 2008). Ou seja, esta molécula
tem a capacidade de reduzir a concentracdo de ROS, produzidos como resposta
de defesa pelas plantas, e impedir a inibicdo do crescimento bacteriano (Lambais
et al., 2000; Travensolo et al., 2008). Essa molécula também foi encontrada no
genoma de Xanthomonas campestris pv. campestris (Qian et al., 2005).

Chiguimato desidrogenase foi identificada com expressao 0,98 vezes
maior na cepa 9a5c. A sua fungao é catalisar a quarta reacao da via chiquimato,
convertendo a molécula de desidrochiquimato em acido chiquimico (Arcuri et al.,
2004). Em X.fastidiosa, a XF0624 demonstrou estar diretamente associada com
a biossintese de aminoacidos (Ciraulo et al., 2010). Foi observado também que
tal enzima é responsavel pelos indices normais de pigmento (xanthomonadin) e
viruléncia em X.oryzae pv. oryzae (Goel, Rajagopal e Sonti, 2001).

O gene XF1000 codifica uma acetilornitina desacetilase que foi
identificada com expressédo 0,90 vezes superior na cepa 9a5c. Esta enzima
catalisa umas das etapas do metabolismo de arginina, assim como a proteina
codificada pelo gene XF0998 que consiste na acetilornitina carbamoiltransferase
(expressao 0,85 vezes maior na cepa 9a5c). A enzima acetilornitina desacetilase
também participa da sintese de poliaminas (Javid-Majd e Blanchard, 2000;
Naumoff et al., 2004). A arginina é de extrema relevancia na biologia vegetal,
tendo em vista que é indispensavel para a sintese proteica e também por
influenciar na presenca de varios alcaléides que sdo importantes para a planta
(Slocum, 2005).

O gene XF1050 codifica a enzima ditrans policis-undecaprenil-difosfato
sintase que foi identificada com expressao 0,87 vezes superior na cepa 9a5c. Esta
molécula integra o sistema de biossintese dos terpenoides (Spyropoulou, Haring
e Schuurink, 2014).

O gene XF2372 codifica a enzima 3-isopropilmalato desidrogenase que
foi identificada com expresséao 0,85 vezes superior na cepa 9a5c. Em Arabidopsis
thaliana, esta enzima esta envolvida na biossintese das moléculas de

glucosinolato e leucina (He et al., 2009).
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A enzima oligoribonuclease foi identificada com expressao 0,83 vezes
maior na cepa 9a5c. Ela consiste em uma exoribonuclease que degrada pequenas
moléculas de oligoribonucleotideos em mononucleotideos. Estas moléculas
correspondem a componentes fundamentais no metabolismo de RNA e DNA (Wu
et al., 2005). Um estudo demonstrou que sob choque térmico, houve a expressao
diferencial da proteina XF1257 nas cepas ropE e J1a12. Este resultado indicou
uma provavel alteragdo nos mecanismos regulatérios da bactéria (Neto et al.,
2007).

A proteina arginina deaminase foi identificada com expresséao 0,82 vezes
superior na cepa 9a5c e esta envolvida no catabolismo de aminoacidos. Esta
molécula também esta relacionada com a concentracao de 6xido nitrico, uma vez
que a arginina pode ser substrato para a oxido nitrico sintase. Sendo assim, tal
enzima pode colaborar com o estabelecimento da infecgdo pelo hospedeiro. A
auséncia da proteina XF1250 na cepa nao patogénica J1a12 de X.fastidiosa,
levanta a hipétese da importancia desta proteina nos aspectos de crescimento e
colonizacéo da bactéria (Koide et al., 2004).

A proteina fumarato hidratase foi identificada com expresséao 0,77 vezes
maior na cepa 9a5c. E uma das proteinas responsaveis pelas principais etapas
da via metabdlica central (Ciraulo et al., 2010). A energia proveniente delas é
necessaria para manter o perfil de interagdo, mesmo que a bactéria ndo esteja no
estagio de crescimento (Dourado et al., 2015). Durante o co-cultivo de X.fastidiosa
com M. mesophilicum, a qual consiste em uma bactéria endofitica de citros,
observou a expressao elevada de genes relacionados a geragao de energia,
sendo que um deles era codificador da proteina XF1554 (Dourado et al., 2015).

A enzima fosfofrutoquinase foi identificada com expressdo 0,68 vezes
superior na cepa 9a5c e é reponsavel por converter a molécula de 6 fosfato de
frutose em frutose 1,6- bisfosfato. Esta conversao é considerada uma das reagoes
de glicdlise mais relevante (Groenewald e Botha, 2008). Na analise de expresséo
génica em X.fastidiosa, € possivel visualizar a presenca da proteina XF0274, a
qual esta envolvida no metabolismo energético bacteriano (Travensolo et al.,
2009).

A enzima inosina-5-monofosfato desidrogenase foi identificada com

expressao 0,64 vezes maior na cepa 9a5c e tem um papel significativo na sintese
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de nucleotideos de purina. Dessa forma, participa da formacéo do precursor de
DNA e de RNA. Além disso, também interfere nos processos de replicacéo,
transcricéo e sinalizagao celular (Kili¢ et al., 2010). Esta enzima foi identificada no
proteoma extracelular de Pseudomonas aeruginosa (Nouwens et al., 2002) e na
X.fastidiosa cepa 9a5c (XF2430) (Smolka et al., 2003).

O gene XF0587 codifica a proteina fosforibosilformilglicinamidina ciclo-
ligase que foi identificada com expressao 0,62 vezes maior na cepa 9a5c. Ela esta
associada a biossintese de aminoacidos, mais especificamente de
ribonucleotideos (Travensolo et al., 2009; Zhang e Zheng, 2015). A atividade
desta enzima foi significativa no transcriptoma dos tecidos vegetais de diferentes
espécies de citros (Terol et al., 2016).

O gene XF1379 codifica a luciferase que foi identificada com expressao
0,61 vezes maior na cepa 9a5c. Esta enzima de adenilacdo é responsavel por
catalisar a ativagado de um substrato de carboxilato integrado com o ATP, a fim de
formar uma molécula intermediaria de acil adenilato (Gulick, 2009).

A enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase foi identificada com
expressao 0,61 vezes superior na cepa 9a5c. Ela é integrante da biossintese de
nucleotideos. A expressao significativa desta enzima (XF2354) em X.fastidiosa
sob cultivo em um meio de cultura que mimetiza as propriedades da seiva da uva,
levanta a possibilidade do seu envolvimento em algum processos, tais como:
colonizacao de plantas, viruléncia e competicdo ambiental (Ciraulo et al., 2010).

A andlise da expressdo de proteinas nos varios estagios de
desenvolvimento do biofilme de X.fastidiosa cepa 9a5c, identificou a presenca
constante de uma serina protease (XF1026). Esta enzima apresentou expressao
1,66 vezes maior na cepa 9a5c, do que na cepa Fb7. A presencga desta enzima
pode ser associada com a dispersao de células dentro do hospedeiro da planta
(Mendes et al., 2016).

A classe de proteinas que ainda ndo foram caracterizadas incluem as
seguintes moléculas: XF0339; XF1745; XF2551; XF0358; XF1021; XF0119;
XF0241; XF0531; XF1228; XF1232; XF1231; XF1382; XF2308; XF0565; XF0964;
XF2349; XF1010; XF2307; XF2283; XF0550; XF2041 e XF2200. Dessa forma,
tais proteinas exigem analises funcionais detalhadas para a melhor compreenséao

das suas funcdes na bactéria X.fastidiosa.
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As 10 proteinas ribossémicas identificadas nas proteinas totais de
X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa Fb7 sao: XF1159; XF1165; XF1537; XF1166;
XF1171; XF1155; XF0238; XF1152; XF2636 e XF1175. Estas moléculas sao
constituintes estruturais dos ribossomos e possuem fungdes indispensaveis para
o processo de biogénese dos ribossomos e tradugao das proteinas.

Em relagao a classe de proteinas de membrana, foram identificadas 8 nas
amostras, sendo elas: 6 proteinas de membrana externa (XF0872; XF1516;
XF1123; XF1896; XF0081; XF0938); 1 proteina de transferéncia conjugal
(XF2049) e 1 proteina de tolerancia ao tolueno (XF0418).

As proteinas de membrana codificadas pelos genes XF0872, XF1516,
XF1123 e XF1896 foram identificadas com razdes de expressao superiores a 1
na cepa Fb7. Elas sao significativas nas bactérias Gram-negativas, uma vez que
as mesmas sao cercadas por uma membrana externa. A principal fungéo desta
estrutura é o estabelecimento de uma barreira protetora e seletiva. O seu
constituinte dominante é o lipopolissacarideo (LPS), sendo esse o componente
responsavel por dificultar a passagem de moléculas hidrofilicas e hidrofébicas.
Dessa forma, existem mecanismos de transporte alternativos no interior da
membrana que buscam facilitar a absorgdo dessas moléculas (Nikaido, 2003;
Hong et al., 2006). As OMVs correspondem a pequenas estruturas esféricas, que
sdo oriundas do afastamento e da dissociacdo de pequenos segmentos de
membrana externa. Estas vesiculas s&do componentes importantes, pois sao
capazes de transmitir fungdes bioldgicas, tais como: sinalizagdo por quorum;
obtencgao de nutrientes; transferéncia de genes e envolvimento no mecanismo de
patogénese (Kulp e Kuehn, 2010). Tendo em vista o objetivo do trabalho, o
principal enfoque da atividade destas vesiculas é no transporte e na transferéncia
de fatores de viruléncia nas células hospedeiras. Uma vez que esta atividade é
capaz de interferir diretamente na resposta e na defesa do hospedeiro (Kuehn e
Kesty, 2005).

O gene XF0872 que codifica a proteina de membrana externa W, foi
identificada com expressao 3,11 vezes superior na cepa Fb7. Esta molécula foi a
que apresentou o maior valor de FC. Em um estudo prévio, analisou-se o papel
do gene regulador algU em X.fastidiosa quanto a agregacéao, formagéao de biofilme

e viruléncia. O mutante gerado para este gene reduzia todos estes fatores, sendo

49



que este permitiu analisar a expressao diferencial obtida do gene OmpW entre a
cepa mutante e a selvagem. Dessa forma, os fatos indicaram que esta molécula
pode ser regulada positivamente pela algU e, consequentemente, esta
relacionada com a agregagao celular e com a viruléncia bacteriana (Shi et al.,
2007). De acordo com os resultados obtidos do proteoma das OMVs de
Xanthomonas campestris, observou-se também a presenca da OmpW. Este fato
confirma a associagao desta proteina com as estruturas das OMVs (Sidhu et al.,
2008). Essa proteina foi identificada no secretoma de Xanthomonas campestris
pv. campestris (Xcc), a qual é o agente causal da podriddao negra em cruciferas
(Watt et al., 2005). Outro local que a proteina OmpW (XF0872) também pbde ser
identificada foi nas proteinas extracelulares de X.fastidiosa 9a5c e X.fastidiosa
Fb7 (Mendes et al., 2016).

A proteina de membrana externa exposta a superficie foi identificada com
expressao 1,85 vezes maior na cepa Fb7. A partir da analise da expressao
diferencial de genes em X.fastidiosa 9a5c, € possivel observar que o gene XF1516
foi diferencialmente expresso e apresentou maior razdo quando comparado aos
demais. Dessa forma, é capaz de associar esta proteina com a patogenicidade,
viruléncia e adaptacao da X.fastidiosa (SOUZA et al., 2003).

A proteina de membrana externa Usher (XF0081) foi identificada com
expressao 0,67 vezes superior na cepa 9a5c. Ela é responsavel por exportar
estruturas fimbriais, as quais sdo fundamentais para a realizagao da colonizagao
bacteriana. Sendo assim, este fator & significativo para a sobrevivéncia da
bactéria, pois auxiliam na sua aderéncia a diferentes tipos de estruturas (Meidanis,
Braga e Verjovski-Almeida, 2002).

Em relagao a outras classes de proteinas identificadas, ha uma proteina
associada a nucledides que foi identificada com expresséo 1,03 vezes superior na
cepa Fb7. Um exemplo desta proteina € a H-NS (Histone-like nucleoid structuring
protein), a qual € encontrada em X.fastidiosa e interfere no perfil transcricional da
célula. Isto ocorre devido a regulacao pleiotrépica da estabilidade do genoma, e
também pela recombinacao e expressao génica (Paula et al., 2003). A mesma
enzima também foi identificada no estagio inicial de formagao do biofilme em
Escherichia coli (PRUR et al., 2006).
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O gene XF2539 codifica a proteina fimbrial que foi identificada com
expressao 1,01 vezes superior na cepa Fb7. Esta proteina é integrante da
formacao da estrutura do pili do tipo IV. E importante ressaltar que este tipo de
pili esta envolvido no processo de adesao das bactérias ao hospedeiro, na
motilidade celular e é considerado um fator de viruléncia (Meng et al., 2005).
Alguns trabalhos mostraram que esta proteina € expressa e interfere na condigao
do biofilme de X. fastidiosa (Souza et al., 2004; Souza et al., 2005; Caserta et
al., 2010).

A fim de validar os niveis de expressao das proteinas, obtidas a partir da
espectrometria de massa das cepas de 9a5c e Fb7 de X fastidiosa, realizou-se
a RT-gPCR. Esta analise em conjunto com os resultados da prote6mica s&o
considerados estudos chave para compreender a capacidade da X.fastidiosa de
colonizar e infectar diferentes hospedeiros, assim como de sobreviver a varias
condi¢cdes adversas.

Os resultados da técnica RT-gPCR, a qual compara os valores de FC das
proteinas em X fastidiosa 9a5c e Fb7, demonstraram maiores niveis de
expressao na cepa Fb7 em quase todas as proteinas analisadas. Este fato foi
observado a partir da obtencdo de valores de FC superiores a 1, o qual é
referente a cepa 9a5c de X fastidiosa utilizada como controle. No entanto, tendo
em vista a analise estatistica, apenas 8 proteinas foram significativamente
expressas na X.fastidiosa cepa Fb7 (Figura 8).

Diante das informacdes apresentadas na Tabela 3, observa-se que a
maioria das proteinas analisadas sdo fatores que interferem diretamente na
capacidade de adeséo, colonizagdo e sobrevivéncia da X.fastidiosa. Ou seja,
consistem em fatores relevantes no processo de patogenicidade e viruléncia da
mesma. Dessa forma, a auséncia ou baixa expressao pode indicar a nao
patogenicidade e/ou a redugéo da viruléncia entre as cepas. No caso das duas
cepas analisadas (X.fastidiosa 9a5c e Fb7), os resultados apontam para uma
maior viruléncia da cepa Fb7.

A realizagao da protedmica comparativa e as analises de caracteristicas
bioquimicas entre duas cepas patogénicas, auxiliam na identificagdo de
mecanismos moleculares que sao utilizados pela X.fastidiosa para uma maior

viruléncia e patogenicidade no hospedeiro. Dessa forma € possivel compreender
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melhor os mecanismos de interagao planta-patégeno, além de propiciar solugdes
mais efetivas para combater o impacto econédmico e ambiental gerado pela

presenga e controle do fitopatégeno.

6. Conclusao

A compreensdo dos mecanismos de viruléncia e patogenicidade da
bactéria X.fastidiosa é bastante complexo, tendo em vista a presenca de
inumeros fatores que podem estar relacionados. A interagdo planta-patogeno
influencia bastante na variacdo destes componentes, uma vez que o0s
mecanismos de colonizag¢ao e defesa envolvem a presenca de varias proteinas
diferentes. Dessa forma, o estudo teve como objetivo identificar fatores de
viruléncia por meio da realizagao de testes bioquimicos e da analise protedmica
comparativa entre as cepas patogénicas 9a5c e Fb7 de X.fastidiosa cultivadas
em meio de cultura PW. A partir deste estudo, foi possivel identificar o perfil
proteico e comparar o nivel de expressao das proteinas entre as cepas.

A maior atividade lipasica (comprovada pela maior formagao do halo) e
esterasica (comprovada pela maior quantidade de 4-MU) identificadas na cepa
Fb7 indicam um papel importante da proteina LesA nesta cepa. Além disso, os
resultados obtidos por LC-MS/MS destacam a importancia de varias enzimas
que estdo relacionadas com a degradacdo da parede celular e com o
metabolismo bacteriano. As proteinas de membrana também sao ressaltadas,
devido a sua associagdo com a formacdo do biofiime. A grande quantidade de
proteinas nao caracterizadas obtidas, exige uma analise funcional detalhada
para a melhor compreensao das suas fungdes. Emrelagcéo ao nivel de expressao
destas moléculas, o estudo demonstrou maior presenga de algumas proteinas
relevantes na X.fastidiosa Fb7, sendo algumas validadas pela RT-gPCR. Todos
estes resultados obtidos indicam a maior viruléncia da cepa Fb7, quando

comparada a cepa 9ab5c.
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