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Resumo

O fitopatdégeno gram-negativo Xanthomonas citri subsp. citri € 0 agente causador do cancro citrico, doenc¢a que afeta
diversos cultivares de citros acarretando em grandes perdas na agricultura. Esta bactéria possui uma série de sistemas
de secrec¢do envolvidos no transporte de macromoléculas para o meio extracelular ou para o interior de células-alvo,
desempenhando importantes fun¢des na viruléncia e sobrevivéncia ao ambiente. Neste projeto foi caracterizado o
papel do Sistema de Secrecdo do tipo VI (SS6) na resisténcia a estresses ambientais (pH &cido e oxidativo) e na
formacao de biofilme em superficie abidtica. Nossos dados indicam um papel para o gene ecfK na sobrevivéncia a pH

acido.
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Introducao

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é um fitopatégeno,
gram-negativo, baciliforme, com apenas um flagelo polar,
causador do cancro-citrico, doenca responsavel por
causar lesbes nos ramos, frutos e folhas em diversos
citros(1). Bactérias gram-negativas podem apresentar
até seis tipos de Sistemas de Secrecdo, que sao
complexos  protéicos responsaveis por  secretar
substratos para o exterior da célula ou diretamente para
o interior de uma célula-alvo (2).

Neste trabalho foi caracterizado o papel do Sistema de
Secrecdo do tipo 6 (SS6) de Xac perante estresses
ambientais e na formacdo de biofilmes, através de
ensaios realizados com duas linhagens mutantes em
componentes essenciais para o funcionamento do
sistema em Xac (ASS6 e AecfK).

Resultados e Discusséo

Foram realizados ensaios em condicdes de estresse
enfrentadas por Xac no ambiente. A sobrevivéncia a
estresse oxidativo, pela adicdo de 4,4 mM de peréxido
de hidrogénio, foi testada para a cepa selvagem
XacA306 e nas linhagens mutantes em um componente
(ASS6) e um regulador do SSVI (AecfK). Nestes ensaios
nao foram observadas diferentes taxas de sobrevivéncia
entre as linhagens mutantes e a selvagem. Foi testada
também a sobrevivéncia destas linhagens em pH 4,5 e
4,0 pela acidificagdo do meio de cultura. Em pH 4,5 ndo
foi possivel observar variacdo das taxas de
sobrevivéncia entre as linhagens selvagem e mutantes.
Entretanto, em pH 4,0 foi possivel observar sensibilidade
a acidez na linhagem mutante no regulador transcricional
ecfK, indicando uma funcao deste gene na sobrevivéncia
a esta condicdo. Ainda foi avaliado o papel dos genes
hcp e ecfK na resposta a acido hipocloroso nas
concentracbes 0,03% e 0,06%. Os resultados obtidos
com uso da concentracdo de 0,03% mostram que as
linhagens mutantes sobreviveram mais que a selvagem.
Porém, ndo foi observada sensibilidade em nenhuma
das linhagens testadas nos ensaios com 0,06% de acido
hipocloroso.

Ja4 em relacdo ao biofilme, foi testada a linhagem
mutante ASS6 em comparacdo a linhagem selvagem.
Estas foram inoculadas em tubo de ensaio e cultivadas
em meio NB (5¢/L peptona, 3g/L extrato de carne, pH
7,0). O biofilme formado foi quantificado apds coloragéo
com cristal violeta e solubilizacdo em solucdo alcodlica
pela determinacdo da DOszonm. As medicbes foram feitas
no terceiro e quinto dia de cultivo. Foi possivel observar
maior formacdo de biofilme na linhagem selvagem no
quinto dia de cultivo. Porém sera necessaria a realizacédo
de mais réplicas experimentais para a confirmagédo do
fendmeno.

Conclusdes
Este trabalho mostra que o SS6 de Xac ndo esti
envolvido na resposta a estresse oxidativo e estresse
acido. Porém, nossos resultados demonstram que o
regulador transcricional ecfK tem papel importante na
resposta a pH 4,0. Nossos dados também apontam um
papel para este sistema na formacéo de biofilme.
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