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Introducao

1.  Introducéo

A familia Xanthomonadaceae se caracteriza por diversos grupos de bactérias Gram-negativas
encontradas em associa¢do a plantas e/ou ao solo, incluindo fitopatogenos de grande relevancia e
espécies promotoras de crescimento vegetal, destacando-se 0s géneros Xanthomonas, Xylella,
Lysobacter e Stenotrophomonas. Os géneros Xanthomonas e Xylella incluem importantes fitopatégenos
de diversas variedades agricolas, incluindo plantas citricas, banana, arroz, uva, repolho, entre outros
(Timilsina, 2020). O género Xanthomonas contém aproximadamente 30 espécies patogénicas para uma
grande diversidade de plantas de importancia na atividade agricola e estudos recentes levaram a
identificacdo de um limitado nimero de espécies consideradas ndo patogénicas (Timilsina et al., 2020).
Xanthomonas sp. sdo encontradas no solo e na superficie de folhas como epifitas, sem causar doenca na
planta.

A espécie X. citri vem sendo estudada pelo nosso grupo de pesquisa. Esta espécie € encontrada de
forma endémica em paises produtores de citros, sendo mais prejudicial para plantas jovens. Apesar de
sua evidente importancia comercial, o género Xanthomonas ainda € um grupo cuja resisténcia no
ambiente € pouco entendida, o que torna necessario estudos mais detalhados para sua caracterizacao.

Sistemas de secrecdo sdo maquinarias macromoleculares que atravessam o envelope bacteriano e
promovem a secrecdo de proteinas para o ambiente externo ou diretamente para o interior de uma célula-
alvo eucaridtica ou procariotica, sendo um mecanismo fundamental para diversas interacdes com o
ambiente externo, incluindo a colonizagéo de hospedeiros e a competicdo com outros microrganismos.
Em bactérias gram-negativas os sistemas de secrecdo foram divididos em 6 grupos principais,
denominados, sistema de secrecdo do tipo | (SST1) ao 6 (SST6) (Almeida, 2016). O sistema de secre¢édo
tipo VI (SST6), descrito mais recentemente, € uma maquinaria contratil composta por treze proteinas
estruturais centrais. Estas proteinas sdo codificadas em clusters génicos e formam trés grandes
complexos: complexo transmembrana, baseplate e cauda (Bayer-Santos et al., 2019). Desta forma, o
SST6 é capaz de transpassar uma terceira membrana transferindo diretamente as proteinas efetoras para
a célula alvo.

Um estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que a espécie X. citri
apresenta resisténcia a predacao pela ameba de solo Dictyostelium discoideum, um predador natural de
bactérias no ambiente que utiliza mecanismo de fagocitose similar ao utilizado por células fagociticas
do sistema imune (Bayer-Santos et al., 2018). Além disto, foi demonstrado que a resisténcia a D.



discoideum depende de um SST6 de X. citri, sendo eliminada em linhagens contendo mutagdes em
componentes essenciais para o funcionamento da maquinaria de secre¢do (Bayer-Santos et al., 2018).
Uma analise da distribuicdo de clusters génicos que codificam SST6 em genomas de bactérias da familia
Xanthomonadaceae disponiveis no banco de dados KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) demonstrou
um perfil bem diverso, com diversas espécies contendo representantes desta familia (Bayer-Santos et
al., 2019).

Uma vez que a predacdo de bactérias por amebas modula de forma significativa a distribuigdo de
bactérias nos mais diversos ambientes, € importante caracterizar o perfil de resisténcia a D. discoideum
entre diferentes grupos da familia Xanthomonadaceae. O objetivo do presente estudo é caracterizar
diferentes espécies do género Xanthomonas quanto ao perfil de resisténcia a fagocitose por D.
discoideum, correlacionando os resultados obtidos com a analise dos genomas destas espécies, avaliando
a presenca dos genes do SST6.

Metodologia

Além dos ensaios de Resisténcia a Predacdo por D. discoideum também foram realizados ensaios
de curva de crescimento das linhagens, uma vez que as diferentes taxas de crescimento podem
influenciar o resultado observado no ensaio de predagéo.

Ensaios de Curva de Crescimento
Para cada ensaio, foram preparadas previamente inoculos das culturas em meio LB (10 g/L de
triptona , 5g/L de extrato de levedura e 10g/L de NaCl) e incubadas a 28° C sob agitacédo por 16 h.

Para o ensaio foi preparada, a partir do pré-inéculo, uma cultura inicial de concentracdo 0,1 em
DOeoonm em 15 mL do meio desejado. Esta cultura foi posta em um erlenmeyer e alocada em um shaker
a 200 rpm a 28°C.

O crescimento foi monitorado a cada duas horas pela determinacdo da DO600nm. Os pontos
correspondentes a duas, quatro, seis, oito e vinte quatro horas a partir do tempo zero foram coletados

Apos a coleta de dados de triplicata bioldgica de cada linhagem (experimentos independentes) foi
feito o calculo de média e erro padrdo, em seguida reunidas as informacdes das linhagens testadas em
um mesmo meio por meio de um grafico.

Além do meio de cultura LB, foram realizados testes nos meios NYG (5¢/L de peptona, 3g/L de
extrato de levedura, 20ml/L de glicerol) e YSG (5g/L de extrato de levedura, 5g/L de glicose, 0,5g/L de
fosfato de am6nio monobasico, e 0,2g/L de fosfato de potéssio dibasico anidro).

Ensaios de Resisténcia a Predacgdo por D. discoideum

O ensaio de placa de fagocitose nos permite comparar a sensibilidade quanto a predacdo da ameba
D. discoideum de diferentes linhagens de cepas bacterianas e o tipo selvagem. Neste ensaio, seguindo o
protocolo adaptado de Froquet, 2009, quantidades decrescentes de células de ameba sdo aplicadas sobre
tapete bacteriano em placas de 24 pogos. A sensibilidade da bactéria é observada pela formacao de um
halo central de inibicdo de crescimento devido a atividade fagocitica das amebas.

Resultados
Resultados Ensaios de Curva de Crescimento

Foi observado que as culturas das linhagens Xanthomonas axonopodis pv. viticola e Xanthomonas
citri pv citri 306 floculam no meio NYG a partir de 4 horas de incubacéo, indicando auto agregacéo,
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possivelmente pela producéo de adesinas. Também foi constatado que as linhagens X. albilineans e X.
campestris pv. campestris ndo crescem em meio LB.

Resultados Ensaios de Resisténcia a Predacéo por D. discoideum

Nestes ensaios 0 padréo de resisténcia é indicado pelo halo formado no centro de cada poco pela
atividade fagocitica de D. discoideum, de forma que quanto mais sensivel maior o halo formado. Os
resultados obtidos até o momento demonstraram que as espécies X. fragariae, X. axonopodis pv.
mangiferaindicae, X. axonopodis pv. vitians e X. cassavae séo predadas por D. discoideum, sendo mais
sensiveis em comparacdo a espécie X. citri pv. citri, que possui 0 SST6. Em contraste, as espécies
Xanthomonas axonopodis pv. glycines e X. axonopodis pv. viticola apresentaram um padrao de formacao
de halos fagociticos pela ameba similares ao da cepa selvagem, mostrando resisténcia a predacédo, o que
indica a presenca de um mecanismo de defesa nestas espécies.
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