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Efeitos de Extratos de planta hospedeira na fisiologia e secrecdo de proteinas em

Xanthomonas citri subsp. citri

Camila Y. Ratagami*, icaro B. Dias, Cristina E. Alvarez-Martinez

Resumo

A bactéria Xanthomonas citri pv citri € o fitopatdgeno causador do cancro citrico. O projeto consiste na analise os
efeitos de sinais quimicos presentes em extratos de plantas hospedeiras na fisiologia da X.citri. Os resultados obtidos
indicam que o cultivo da bactéria na presenca de extratos de laranja induz a secrecdo de proteinas potencialmente
importantes para a viruléncia e colonizacao. Além disto, observamos diferencas importantes no padrédo de formacao de

biofilme em superficie abidtica.
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Introducéo

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri
subsp citri (Xac), € uma doenca que atinge espécies de
citros e ¢é caracterizada pela formacdo de lesdes
necroticas com halos cloréticos em folhas e frutos.
Estudos recentes tém mostrado a existéncia de
mecanismos de percep¢do de sinais quimicos eliminados
pelo hospedeiro em bactérias, através do sistema de
“quorum-sensing” (D), a chamada  sinalizacdo
“interkingdom” (2). Alguns estudos j& demonstraram a
inducdo de alteracdes metabdlicas e no perfil de
expressdo génica devido a presenca de extratos de folha
da planta hospedeira em outras bactérias do género
Xanthomonas (3,4) Portanto, o foco desde trabalho é a
identificacdo de proteinas diferencialmente secretadas na
presenca de extrato de plantas hospedeiras, através do gel
bidimensional e espectrometria de massas, além da
analise dos efeitos do extrato em aspectos da fisiologia de
Xac, como a formacéo de biofilme e motilidade.

Resultados e Discusséo
Inicialmente foi necessario estabelecer protocolos
adequados de extracdo de proteinas secretadas em
sobrenadante de culturas de Xac, em 3 condi¢des: na
auséncia de extratos, na presenca de extrato da planta
hospedeira (laranja) e de extrato de tabaco (planta ndo
hospedeira). Foi possivel obter extratos proteicos de alta

qgualidade, sem contaminacdo com  proteinas
intracelulares, conforme confirmado em ensaios de
imunoblot usando anticorpo especifico para a

ribonuclease citoplasmatica RnhA. Além disto, é possivel
perceber claramente o aparecimento de uma banda
exclusiva em amostras obtidas apos cultivo em meio
suplementado com extrato de laranja. Observamos
também que essa banda ndo foi encontrada em
sobrenadante de culturas suplementadas com extrato de
folha de tabaco, planta ndo hospedeira de Xac. Portanto,
esses resultados indicam a presenca de moléculas
sinalizadoras nos extratos capazes de induzir a secrecéo
de pelo menos uma proteina no sobrenadante de
Xanthomonas.

Diante dos resultados obtidos, realizamos analises das
amostras através de gel bidimensional que revelou a
presengca de um “spot” mais abundante na amostra
cultivada em meio suplementado com extrato de laranja,
em comparacdo com a amostra obtida por cultivo na

auséncia de extratos. A regido que contém o “spot” foi
recortada dos géis e as proteinas presentes foram
identificadas por espectrometria de massas. Os resultados
demonstraram a presenca de trés proteinas com
caracteristicas de proteinas extracelulares e/ou de
membrana externa de bactérias Gram-negativas. Além
disto, a analise da producédo de biofiime em superficies
abidticas demonstrou um aumento na formacdo de
biofilme pela adicdo de extratos de plantas hospedeiras,
enquanto o0 uso de extratos de tabaco ndo afeta
significativamente esta fungéo.

Conclusodes
Nossos resultados demonstram que extratos de plantas
hospedeiras induzem mecanismos de sinalizagdo em
Xanthomonas citri pv citri, levando a alteragdes fisioldgicas
e fenotipicas importantes, como formacédo de biofilme e
secrec¢do de proteinas.
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