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RESUMO

Expressdo de genes da via MEP/DOXP de Leifsonia xyli subsp. xyli e sua relacdo com a

producdo de carotendides e sintese de um composto inibidor do movimento estomatal

A cana-de-acUcar € cultivada globalmente, mas 30% de sua producéo se concentra nas
ameéricas sendo o Brasil o maior produtor mundial. Nesta cultura existem diversos patégenos
que sdo capazes de minar sua producédo e dentre elas destaca-se o raquitismo-da-soqueira
causado pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx). A doenga possui sintomas
caracteristicos como o encurtamento dos entrenés e a reducdo no didmetro e comprimento dos
colmos, porém ndo sdo especificos da doenca podendo ser confundidos com outras doencas
ou ainda com sintomas de seca. Desde o sequenciamento do seu genoma aventa-se a
possibilidade da bactéria secretar um composto analogo ao acido abscisico onde entdo ja foi
relatado alguns efeitos tdxicos dos extratos de Lxx a sementes de alface. Neste contexto, 0s
objetivos deste trabalho foram analisar a expressao in vitro dos genes da rota MEP/DOXP de
Lxx, dos genes do operon carotendide e do gene desA, analisar a presenca de pigmentos
carotenoides por absorbancia e analisar os efeitos do extrato de Lxx no fechamento
estomatico de mutantes para 4acido abscisico de Micro-tom (MT) na presenca de
polietilenoglicol 6000 (PEG6000), fosmidomicina e em ambos juntos. A expressdo génica
mostrou que o PEG6000 eleva a expressdo de todos os genes quando comparado ao controle
enguanto gque a adicdo de fosmidomicina inibe a expressdo de quase todos 0s genes, com
excecdo do gene dxs e desA. O tratamento com ambos 0s compostos resultou numa expressao
mais elevada que o controle, porém com menor grau que somente com PEG6000. A analise
da presenca de pigmentos carotendides por absorbancia mostrou um pico elevado e claro na
faixa de 400nm no tratamento controle o um pico claro, mas ndo muito grande no tratamento
com PEG6000 e fosmidomicina. Nos tratamentos com PEG6000 e fosmidomicina
isoladamente ndo foi possivel identificar um pico caracteristico. Os extratos aplicados nos
mutantes de MT tiveram resultados semelhantes mostrando um maior fechamento no extrato
com tratamento de PEG6000 e um menor fechamento com fosmidomicina. Os extratos dos
tratamentos controle e com adicdo simultanea de PEG6000 e fosmidomicina tiveram valores
similares. Estes resultados corroboram para a hipétese da predicdo genémica de que LxX
produz um composto téxico analogo ao acido abscisico, mostrando a relacdo genética com
efeitos fisiologico e auxilia no avango da compreensao dos sintomas causados por Lxx.

Palavras-chave: Raquitismo-da-soqueira, Cana-de-agUcar, qPCR, Parasitismo
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ABSTRACT

Gene expression from the MEP/DOXP pathway of Leifsonia xyli subsp. xyli and its
relationship with the carotenoids production and synthesis of a compound that inhibits
stomach movement

Sugarcane is grown globally, but 30% of its production is concentrated in the Americas,
Brazil being the largest producer in the world. In this culture there are several pathogens that
are capable of undermining its production and among them stands out the ratoon rickets
caused by the bacterium Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx). The disease has characteristic
symptoms such as the shortening of the internodes and reduction in the diameter and length of
the stalks, but they are not specific to the disease and can be confused with other diseases or
even with symptoms of drought. Since the genome’s sequencing, the possibility of the
bacterium secreting a compound analogous to abscisic acid has been suggested, where some
toxic effects of Lxx extracts on lettuce seeds have already been reported. In this context, the
objectives of this work were to analyze the in vitro expression of Lxx MEP/DOXP route
genes, carotenoid operon genes and desA gene, analyze the presence of carotenoid pigments
by absorbance and analyze the effects of Lxx extract on stomatal closure of Micro-tom (MT)
abscisic acid mutants in the presence of polyethylene glycol 6000 (PEG6000), fosmidomycin
and in both together. Gene expression showed that PEG6000 increased the expression of all
genes when compared to the control, whereas the addition of fosmidomycin inhibited the
expression of almost all genes, with the exception of the dxs and desA gene. Treatment with
both compounds resulted in a higher expression than the control, but to a lesser degree than
with PEG6000 alone. Analysis of the presence of carotenoid pigments by absorbance showed
a high and clear peak in the 400nm range in the control treatment or a clear peak, but not very
large in the treatment with PEG6000 and fosmidomycin. In treatments with PEG6000 and
fosmidomycin alone, it was not possible to identify a characteristic peak. The extracts applied
to the MT mutants had similar results showing a greater closure in the extract with PEG6000
treatment and a smaller closure with fosmidomycin. The extracts from the control treatments
and with simultaneous addition of PEG6000 and fosmidomycin had similar values. These
results support the genomic prediction hypothesis that Lxx produces a toxic compound
analogous to abscisic acid, showing the genetic relationship with physiological effects and
helping to advance the understanding of symptoms caused by Lxx.

Keywords: Ratoon stunting disease, Sugar cane, qPCR, Parasitism
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1. INTRODUCAO
1.1 A cultura da Cana-de-agucar

A Cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.), nativa de Nova Guiné, encontrou nas
ameéricas o melhor local para seu desenvolvimento (MOZAMBANI et al.,2006). Atualmente é
cultivada em quase todos os continentes, mas mais de 30% da producdo mundial se concentra
e trés paises americanos: Brasil, México e Estados Unidos (FNP, 2010). O Brasil é o principal
produtor mundial de cana-de-aglcar e estima-se que a safra 21/22 atingird 628 milhdes de
toneladas, um valor 4% menor quando comparada a safra 20/21 (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2021). A queda na producdo é explicada pela redugéo de
3% na area de colheita na principal regido produtora de cana, o Sudeste. Além disto, também
se estima que a produtividade devera reduzir em 6,2%. No Brasil, somente o estado de S&o
Paulo é responsavel por 50% da producdo, seguido pelos estados das regiGes centro-sul e
centro-oeste.

No Brasil, o valor bruto que a cadeia sucroenergética movimentou superou os US$100
bilhdes e esta é responsavel por um PIB de US$40 bilhdes, o que corresponde a 2% do PIB
mundial (UNIAO DAS INDUSTRIAS DE CANA-DE-ACUCAR - UNICA, 2019). Em 2019,
0 Brasil bateu recorde de producdo de etanol atingindo mais de 35 bilhdes de litros
produzidos, um acréscimo de 7,5% em relacdo ao ano anterior (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2019). Além da extrema importancia ao PIB brasileiro, o
agronegocio da cana também gera emprego para milhares de brasileiros e com a boa
perspectiva da safra 20/21 ainda pretende gerar mais 70mil vagas.

Portanto, a fim de tornar sustentavel a producéo agricola de cana-de-agucar no Brasil,
é necessario conhecer e entender os fatores de estresse bidtico e abidtico para que seus efeitos
sejam contidos. Estima-se que 19% das perdas mundiais na cultura da cana sdo causadas por
doencas (ROSSETTO; SANTIAGO, 2010). Em cana-de-acucar ja foram descritas mais de
216 doengas, sendo que pelo menos 58 foram relatadas no Brasil e 10 delas sdo de extrema
importancia (BIRCH, 2001), entre as quais estdo o raquitismo-da-soqueira (RSD), a

escaldadura das folhas e o carvao.

1.2 Raquitismo-das-soqueiras

Sendo uma das principais doencas da cana de agucar, 0 RSD pode causar perdas de
mais de 30% com crescente aumento ap6s os cortes anuais (YOUNG; BRUMBLEY, 2004,
GRISHAM et al.; 2009). No Brasil, em 2013 as perdas oscilaram entre 10 a 41% dependendo

das varidveis, incluindo variedade, condi¢cbes ambientais e quantidade do patdgeno
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(URASHIMA; MARCHETTI, 2013). H& relatos de perdas de 37% na Austrélia, 41% na
Africa do Sul e 27% no Brasil (YOUNG; BRUMBLEY, 2004; GAGLIARDI; CAMARGO,
2009). Nos ultimos trinta anos, a perda estimada foi de mais de dois bilhdes de dolares
(URASHIMA; MARCHETTI, 2013). A magnitude das perdas esta relacionada com a
condi¢do ambiental, uma vez que a reducdo da produtividade pode atingir até 30% em boas
condicbes frente a uma perda de mais de 40% em situacBes de escassez hidrica (BAILEY;
MCFARLANE, 1999; NGARUIYA et. Al., 2005).

Os sintomas da doenca nao sdo especificos e podem ser facilmente confundidos com
outras doengas ou ainda com sintomas de seca. Estes compreendem o encurtamento dos
entrends e a reducdo no diametro e comprimento dos colmos, de onde origina 0 nome da
doenca, e ainda podem surgir sintomas internos como coloragdo résea proximo ao meristema
apical e pontuacbes avermelhadas em feixes vasculares (IGLESIA, 2003; COMSTOCK;
LENTINI, 2005). Os principais meios de transmissdo do patégeno compreendem o uso de
material propagativo contaminado para o estabelecimento de plantios comerciais e de
equipamentos contaminados durante a colheita (IGLESIA, 2003).

Ao estudar a fisiologia da cana-de-agucar infectada por Lxx, verificou-se que a
infeccdo pela bactéria reduz a atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), enzima
responsavel pela primeira carboxilizacdo na fotossintese, além de reduzir também taxas de
fotossintese e transpiracdo, porém as taxas de compostos e enzimas antioxidativas aumentam
(ZHANG et al., 2017). Outras variacGes também foram relatadas como o entupimento do
xilema, variacdo em niveis hormonais (como &cido abscisico, acido indol-acético e acidos
giberélicos) e alteracBes no tecido vascular como degradacdo, a presenca de deformidades e a
irregularidade da parede celular (ZHANG et al, 2016). Estudos recentes mostraram que
plantas infectadas com alto titulo bacteriano apresentaram aumento da expressdo de genes de
sintese de acido abscisico e de degradacdo de acido indol-acético, mostrando um balanco
complexo na sintese de degradacdo de hormoénios. Como o metabolismo do &cido abscisico é
interligado com estresse hidrico, os autores sugerem que o balango hormonal esteja
intrinsecamente ligado a génese dos sintomas de raquitismo. Corroborando com esses
resultados, outro estudo evidenciou que canas com alto titulo de Lxx tiveram genes
relacionados ao ciclo celular com regulacdo reduzida como por exemplo os genes CycA,
CycB, CDBK1;1 que sintetizam ciclina A, ciclina B e Proteina kinaase dependente de ciclina
importantes proteinas no ciclo da mitose enquanto que genes relacionados a horménios como
0 acido abscisico, etileno, giberelina, auxina e acido jasmonico tiveram suas expressdes
elevadas (CIA et al., 2018).
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1.3 Leifsonia xyli subsp. xyli

Leifsonia xyli subsp. xyli, agente causal do raquitismo das soqueiras, € uma
actinobactéria da familia Microbacteriaceae, corineforme, pequena (0,25 x 5 pm), Gram
positiva, aerobia obrigatoria e fastidiosa que tem por habitat o xilema da cana-de-agucar
(DAVIS et al., 1984; EVTUSHENKO et al., 2000; IGLESIA, 2003). Em meio de cultura M-
SC new suas coldnias apresentam aspecto circular ndo pigmentado, com didmetro variando de
0,1 a 0,3 mm (TEAKLE; RYAN, 1992; MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). O
desenvolvimento de uma cepa transgénica de Lxx com o gene GFP revelou que, aléem do
xilema, a bactéria também coloniza as células do mesdfilo e do feixe da bainha, local rico em
nutrientes em funcdo da alta taxa fotossintética. (QUECINE et al., 2016). Com o
sequenciamento do seu genoma descobriu-se que Lxx possui um cromossomo circular de
aproximadamente 2,6 Mb, sem plasmideo, com 67,7% de GC (MONTEIRO-VITORELLO et
al., 2004), além de possuir uma alta taxa de pseudogenes, totalizando 13% do total dos genes
preditos. Por ser uma bactéria fitopatogénica esperava-se uma grande quantidade de genes
relacionados a patogenicidade de adaptacdo ao hospedeiro, porém apenas 105 genes desta
categoria foram encontrados, sendo que, dentre eles, 18% sdo possivelmente pseudogenes
(MONTEIRO-VITORELLO et al. 2004). E o menor nimero de genes relacionados a
patogenicidade dentre os genomas conhecidos de bactérias fitopatogénicas (MONTEIRO-
VITORELLO et al. 2004). O elevado nimero de pseudogenes é uma possivel evidéncia de
gue a bactéria esteja passando por um processo evolutivo de decaimento gendmico, sendo
originalmente um organismo de vida livre se tornando hoje num patdgeno exclusivo de cana-
de-agUcar aonde se multiplica sem causar grande danos aparentes a planta, permanecendo
viavel no hospedeiro por longos periodos (MILLS et al. 2001; ZAVAGLIA et al. 2016).

Outra informacédo relevante que surgiu no estudo do genoma da Lxx e por onde
elabora-se a hipoOtese do presente estudo, € a possibilidade de que a bactéria sintetize uma
substancia analoga ou precursora ao acido abscisico (ABA) e que a secre¢do desta substancia
seja um dos principais efetores que levam ao desenvolvimento da doenca e de seus sintomas
(MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). A sintese desta molécula teria por precursor um
pigmento carotendide codificado pelos genes crtEb (licopeno elongase), IctB (licopeno e-
ciclase isoprenoide transferase B), crtYe (C50 carotenodide epslon ciclase), crtl (fitoeno
deidrogenase), crtB (fitoeno sintase) e crtE (geranil geranil pirofosfato sintase) cuja
disposi¢do no genoma sugere uma organizacdo em operon, tal qual descrito para espécies de
familias préximas, o que foi validado experimentalmente por Faria (2016), ao analisar que 0s

genes estavam sequencialmente ligados. Em seguida, Faria (2016) analisou a expressao dos
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genes diante de estresse osmotico e oxidativo in vitro e foi possivel detectar atividade destes
genes. Os resultados de Faria (2016) concordaram com os resultados de Rezende de Castro
(2012) que mostrou que a bactéria produzia um pigmento similar a carotendides através de
analise espectrofotométrica. Rezende de Castro (2012) também mostrou quando a Lxx era
submetida ao estresse osmdtico com PEG6000, a presenca do pigmento diminuia
substancialmente sugerindo que a bactéria poderia estar utilizando este pigmento de alguma
forma. Ao analisar a expressdo dos genes responsaveis pela producdo do pigmento
carotendide sub estresse osmdtico, Faria (2016) detectou um aumento na expressdo dos
mesmos reforcando a hipdtese de que este composto estaria sendo utilizado para outras
funcoes.

Outro gene identificado que reforca a hipOtese de que Lxx sintetiza um composto
andlogo ao ABA ¢ a presenca de uma dessaturase (desA), enzima que tem participacdo na
producdo de &cido abscisico quando utiliza vias de pigmentos carotendides e esta também ja
teve sua expressao génica comprovada sob estresses osmdtico e oxidativo (FARIA et al.,
2019). Este gene esté localizado em uma ilha genémica e, portanto, poderia ndo ter expressao.
Dessaturase podem adicionar duas duplas ligagcbes a molécula {-caroteno (zeta-caroteno),
convertendo-a em y-caroteno (gama-caroteno), xantoxina e &cido abscisico (XIONG; ZHU,
2003).

As rotas de sintese de ABA e de seus analogos variam entre os organismos (ORITANI
e KIYOTA, 2003). A via do mevalonato (MVA) ¢ a principal utilizada por plantas superiores
e fungos fitopatogénicos, como Cercospora rosicola, C. cruenta e Botrytis cinerea
(YAMAMOTO et al.,, 2000; ORITANI; KIYOTA, 2003). Uma segunda via, a do né&o-
mevalonato, conhecida também por MEP/DOXP (2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato/1-deoxi-D-
xilulose 5-fosfato) é a que aparenta predominar em actinobactérias e outros procariotos e que
se mantém conservada (NETZER et al., 2010). Por exemplo, Corynebacterium glutamicum e
Dietzia sp. sdo capazes de acumular moléculas carotendides de 40 e 50 carbonos, licopeno e
decaprenoxantina respectivamente, utilizando a via MEP/DOXP. J& Micrococcus luteus,
utilizando essa mesma via, produz a sarcinaxantina, composto carotendide de 50 carbonos
(TAO et al., 2006; NETZER et al., 2010). Rezende de Castro (2012) seguindo a hipdtese de
que Lxx pode sintetizar um composto toxico analogo ao ABA utilizando a via MEP/DOXP e
0 seu operon carotendide, realizou uma extracdo do sobrenadante de célular de Lxx e aplicou
em sementes de alface. Este experimento evidenciou um composto tdxico ainda nao
identificado que foi capaz de inibir a germinacdo das sementes, semelhante ao efeito da

adicéo de 4cido abscisico
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Uma alternativa para verificar se ha correlacdo entre a expressdo dos genes do operon
e a possivel producdo de pigmentos e a correlagdo com o extrato toxico € o uso de inibidores
de rota metabolica, como por exemplo a fosmidomicina, conhecido inibidor da rota
MEP/DOXP em actinobactérias e que pode ser utilizado para validar tais hipoteses
(MUELLER et al., 2000; GALL et al., 2005; TRUTKO et al., 2005). Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da fosmidomicina a) na expresséo de genes da rota
MEP/DOXP e sua relacdo com os genes do no operon carotendide, b) na sintese de
carotenodides e c¢) na atividade toxica de extratos de sobrenadante da bactéria no movimento
estomatal dos gendtipos mutantes notabilis e sitiens de tomate Micro-tom. O mutante
notabilis possuem baixas quantidade do hormonio ABA enquanto o mutante sitiens ndo o

produz.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Desenho de oligonucleotideos para genes da via MEP/DOXP de Lxx
A analise dos genes da estirpe CTC BO07 de Leifsonia xyli subsp. xyli foi realizada
através do site ‘“http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/Ibi/index.html” onde estd disponivel seu
genoma. A andlise focou na busca de genes que estejam ligados a rota metabdlica
MEP/DOXP, seguido dos genes para sintese de carotendides. Em seguida, as sequéncias dos
genes selecionados foram comparadas com outros organismos através do NCBI utilizando o
algoritmo BLAST para que o desenho dos primers priorizasse regides exclusivas de Lxx.
Foram desenhados 16 pares de oligonucleotideos, sendo estes distribuidos em 14 pares
referentes aos genes da rota MEP/DOXP (dxr, ispF, ispE, gcpE, IytB, gds, crtE, crtB, crtl,
crtYe, Ictb, crtEB, crtEB, desA) e 2 pares referentes aos genes normalizadores RNA
ribossomal 16S (16S rRNA) e pirrolina-5-carboxilato redutase (proC) conforme estabelecido
previamente (FARIA et al. 2020). O desenho dos oligonucleotideos foi realizado pelo
programa Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?P1D=1)
considerando os seguintes parametros: a) 100 — 150pb; b) tamanho do primer 17 — 23pb; c)
temperatura de anelamento 54 — 67° C. O mesmo programa foi utilizado para evitar ao
maximo a presenca de estruturas secundarias para melhor qualidade nos resultados com a

seguinte ordem de critério: 1) Hairpin; 2) self-dimer; 3) cross-dimer.

2.2 Cultivo de Leifsonia xyli subsp. xyli

Foi utilizada a estirpe CTC BO07 de Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx). Essa estirpe foi
depositada na cole¢do do banco de bactérias do Instituto Biol6gico sob o nimero IBSBF 1853
e 0 numero de acesso da sequéncia de seu genoma no GenBank (NCBI- The National Center
for Biotechnology Information) ¢ NC 006087. A bactéria foi cultivada em meio de cultura
liguido MSC new, o qual foi primeiramente formulado por Davis et al. (1984) e
posteriormente modificado por Monteiro-Vitorello et al. (2004) pela adi¢cdo de metionina e
cisteina. O meio € preparado com 8,0 g de peptona de soja (Biobras), 30mL de solucéo de
0,1% de hemina bovina (Inlab) em NaOH 0,05M, 0,2g MgSO4. 7H20 0,01M, 13 mL de
H2PO4 0,1M, completando-se o volume para 900 mL. Apds o pH ser ajustado para 7,5 com
NaOH 1M, o meio é esterilizado por autoclavagem. Depois que o conteudo atinge a
temperatura proxima de 50°C, sdo adicionados 100 mL (10% vol/vol) de uma solucao filtrada
em filtro Millipore® de 0,22 um, contendo 5,0 g de glicose (Merck), 0,5g de cisteina (Sigma)

e 2,0g de albumina bovina (Inlab) — fragéo V e 0,5 g de metionina (Vetec). A modificacdo de
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Monteiro-Vitorello et al. (2004) consiste na adi¢do de metionina ao meio (0,5% v/v). O meio
de cultivo com a bactéria foi incubado a 28 °C sob agitacéo de 150 rpm.

2.3 Analise da expressdo dos genes da rota MEP/DOXP de Leifsonia xyli subsp.
xyli submetida a estresse osmotico e fosmidomicina

Inicialmente foi produzido um pré-indculo de Leifsonia xyli subsp. xyli em meio
liquido até a densidade Optica atingir entre 0,6 e 0,7 (D.O. 600nm). Uma aliquota de 4mL (1%
v/v) deste pré-inoculo foi transferida para 800mL de meio liquido, o qual foi posteriormente
dividido em 16 partes iguais de S0mL em frascos “erlenmeyer” de 125 mL. O experimento foi
constituido por quatro tratamentos e quatro repeticdes cada. O experimento teve duas
repeticdes. Os tratamentos foram:

Tratamento 1 — controle, meio sem adicdo de nenhum composto.

Tratamento 2 — meio adicionado de polietilenoglicol 6000 numa concentragéo final de
7% (p/v)

Tratamento 3 — meio adicionado de fosmidomicina na concentracédo final de 50 mg/L
de fosmidomicina

Tratamento 4 — meio adicionado de polietilenoglicol 6000 numa concentracéo final de
7% (p/v) e de fosmidomicina na concentragdo final de 50 mg/L

Os frascos foram incubados a 28°C por sete dias sob agitacdo a 150 rpm até atingir
densidade Optica proxima de 0,6 a 0,7 (D.O. 600nm). Em seguida, as células foram
precipitadas através de centrifugacdo por dez minutos a 10.000 rpm, lavadas em tampao
salino, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para analise posterior.

Os pellets bacterianos foram ressuspendidos em 80 uL de TE pH 8,0 (tris, 10mM ph
8,0; EDTA, 0,1mM) contendo 20mg/mL de lisozima (Sigma). Estas suspensdes foram
adicionadas de 100 uL de SDS 10% e entdo agitadas por vortex por 2 minutos. Em seguida
foram incubadas em banho-maria a 37°C por 60 minutos misturando por inversdo a cada 10
minutos. Apos a incubacéo, adicionou-se igual volume de reagente TRIzol (Invitrogen) e a
suspensao foi novamente incubada em banho maria a 64°C por 10 minutos, misturando por
inversdo a cada 2 minutos. Seguiu-se uma centrifugacao final a 14.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e adicionado a coluna do kit Direct zol RNA Miniprep plus
seguindo as instrucdes do fabricante (Sinapse — Biotecnologia).

A qualidade do RNA foi avaliada por eletroforese (5V/cm) em gel de agarose 1%,
contendo 20% de formaldeido 37%, 10% de tampdo MOPS 10X (MOPS 0,2M; acetato de
sodio 50 mM; EDTA 10 mM; pH 7,2) e 0,5X de Sybr safe (Invitrogen). Antes da aplicagdo no
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gel, adicionou-se a 400 ng de RNA o tampédo de amostra 5X (30,84% de formamida; 40% de
MOPS 10X; 7,2% de formaldeido 37%; 0,5% de EDTA 500mM; 20% de glicerol; 0,35% de
azul de bromofenol) na proporcdo de 4 de amostra: 1 de tampdo. As amostras foram
aquecidas a 65 °C por 5 minutos e aplicadas no gel. O RNA ficou armazenado em freezer —
80°C até ser utilizado. Para digestdo de DNA residual foi utilizado a enzima RQ1 — RNAse
free DNAse (Promega). Para cada 1 pg de RNA foi adicionada 1 unidade da enzima citada, 1
pL de tampéo e completando-se o volume final de 10 pL com &gua livre de nucleases. Em
seguida, para confirmacdo da ndo contaminacdo do RNA com DNA gendmico foi feito um
PCR qualitativo com as mesmas especificacdes descritas no item 2.1.

O RNA foi utilizado em uma reacdo de transcri¢do reversa usando o kit GoScript™
Reverse Transcription System (Promega) para a obtencdo do cDNA segundo as
recomendacdes do fabricante. Nesta reacdo, juntamente com o RNA bacteriano, foi
adicionado 1 pL de “random” primers a 50 ng/pL e em seguida as amostras foram aquecidas
a 70°C por 5 minutos e colocadas no gelo por no minimo 5 minutos. Apés esse periodo foi
adicionado a cada amostra 15 pL de um mix de reacdo contendo 4 pL de 5X tampédo de
reacdo, 4 pL MgCI2 (4mM de concentracdo final) 1,0 uL de “PCR nucleotide mix
(concentracéo final de 0,5mM de cada nucleotideo), 20 unidades de RNasin, 1,0 uL GoScript
Reverse Transcriptase 1,0 pL e agua livre de nucleases para completar um volume final de 15
pL. O cDNA foi armazenado a -20 °C e posteriormente utilizado nas reacoes de qPCR.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em termociclador 7500 Fast
(Applied Biosystems) utilizando o kit GoTag® Real-Time gPCR and RT-qPCR Systems for
Dye-Based Detection (Promega) seguindo as recomendacfes do fabricante. As reacdes se
basearam em 2 pL do cDNA, 6,25 pL de tampéo de amplificagdo GoTag gPCR Master Mix
2X, 0,3 UM de cada primer e agua livre de nucleases para um volume final de 12,5 L.

Os dados (dados sem correlacdo da linha de base) dos niveis de fluorescéncias foram
submetidos ao programa LinRegPCR (RAMAKERS et. al., 2003) para obter a regressao
linear de cada curva de amplificacdo e calcular a eficiéncia de amplificacdo em cada curva
(E=10slope). Valores ideais de E (1,8 < E < 2) e correlagdo (R > 0,995) foram desejados. Os
genes enddgenos analisados foram os que codificam para RNA ribossomal 16S (16S rRNA) e
pirrolina-5-carboxilato redutase (proC) (FARIA et al. 2020). A anélise da estabilidade da
expresséo  dos  genes  foi  obtida através da  ferramenta  RefFinder
(www.leonxie.com/referencegene.php) que une os métodos geNorm (VANDESOMPELE et
al., 2002), NormFinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004) e ACt (SILVER et al.,

2006). Apos o célculo de cada programa separadamente, o RefFinder fornece pesos diferentes
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a cada um dos resultados e calcula a média geométrica destes, classificando-os em graus
distintos de estabilidade. A analise de expressdo génica do controle e tratamentos bem como
suas respectivas analises estatisticas foram feitas utilizando o software REST (Relative
Expression Software Tool) (PFAFFL et al., 2002).

2.4 Avaliacdo da producéo de isoprenoides em meio de cultura adicionado de
inibidores da via MEP/DOXP

Células coletadas de um experimento conduzido conforme descrito no item 2.3 foram
pulverizadas com um bastéo de vidro. Os pigmentos foram extraidos em metanol por agitacéo
em vortex por alguns minutos. A mistura de células e metanol foi centrifugada a 3.000 rpm
por 15 minutos. A extracdo foi repetida duas vezes. A proporcao de metanol utilizada foi de
100 mL por cada 1 g de pellet e o sobrenadante foi analisado em espectrofotémetro entre os
comprimentos de onda 300 e 600 nm, com intervalo de 50 nm. O experimento foi repetido

duas vezes.

2.5 Analise do movimento estomatal de mutantes Micro-tom expostos a extratos
de sobrenadante de culturas de Lxx.

Os sobrenadantes obtidos dos tratamentos utilizados no ensaio de expressao génica
descrito em 2.3 foram transferidos para novos tubos, acidificados com acido cloridrico (pH =
2,5) e extraidos com acetato de etila por duas vezes, utilizando iguais volumes de
sobrenadante e solvente. Ao misturar o sobrenadante com acetato forma-se um sistema
bifasico, onde o extrato fica na parte superior. Este foi transferido para um béquer e
evaporado em capela, no escuro, a temperatura ambiente. ApOs a evaporacdo completa de
todo solvente, o extrato foi ressuspendido em agua Milli-Q, aliquotado e armazenado em
freezer -20°C até o momento do ensaio. Obteve-se entdo 4 extratos diferentes sendo um de
cada tratamento descrito no item 2.3. A verificacdo da atividade do extrato foi feita utilizando
sementes de alface como descrito por Castro, 2012. Para este teste as sementes de alface
foram imergidas em 1,5mL do extrato por 24 horas a 25°C e entdo transferidas para placas de
petri descartaveis onde foram incubadas por 4 dias sob as mesmas condi¢des. A germinagdo
das sementes foi feita por contagem de sementes germinadas e ndo germinadas.

O cultivo das plantas de Micro-tom e seus mutantes sitiens e notabillis foi realizado na
casa de vegetacdo do Laboratorio de Genética Molecular do Departamento de Fitopatologia e
Nematologia, ESALQ-USP, com temperatura média de 28°C. O mutante sitiens € deficiente

em acido abscisico enquanto o mutante notabillis possui baixas quantidades deste hormonio.
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As sementes foram semeadas em vasos plésticos de 350 mL contendo o substrato comercial
Basaplant® (Base Agro, Artur Nogueira, SP, Brasil). Ap6s a emissdo da primeira folha
verdadeira, as plantulas foram individualizadas em vasos de 350mL para a instalacdo dos
experimentos. Foram utilizadas cinco plantas para cada tratamento. Os experimentos foram
conduzidos com plantas adultas com 30 dias apds o transplante. O experimento foi realizado
duas vezes.

A contagem do numero de estdbmatos abertos e fechados das face adaxial das folhas
dos gendtipos selvagem, sitiens e notabillis foram determinados através imprints de silicone
(WEYERS; JOHANSEN, 1985; CAMPOS et al., 2009). Para tal, foi selecionado a folha mais
velha com cinco foliolos com dimens6es semelhantes onde foram aplicados os extratos dos
tratamentos e em seguida foram gerados seus imprints. Para a producdo destes foram
utilizados os silicones de condensacdo de uso odontologico Xantopren VL Plus e Optosil
Xantopren Activador Universal (Heraeus Kulzer South America Ltda, S&o Paulo, SP, 46
Brasil). Essas substancias, ao serem misturadas, formam um polimero que permite a obtengédo
de impressdes precisas da superficie sobre a qual foi depositado. Foram entdo obtidos cinco
moldes (imprints) da face adaxial de cada folha de cada repeticdo. Apos a secagem dos
imprints, aplicou-se uma fina camada de esmalte finalizador de unha de secagem rapida em
suas superficies (Revlon, Nova lorque, NY, Estados Unidos da América) para obter uma
impressdo inversa, em baixo relevo. Essa camada de esmalte foi entdo colocada sobre uma
lamina de microscopia em solucdo de glicerina a 50% e coberta com uma laminula, sendo
entdo utilizada para contagem em microscopia optica de 100x do numero de estdmatos e
fechados e calculo da porcentagem de estématos fechados. Foram realizadas 5 contagens de
cada imprint onde todos os estomatos foram contados. O teste Tukey foi utilizado para

comparar os valores médios da porcentagem de estdmatos fechados entre tratamentos.
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3. RESULTADOS

3.1 Anélise da rota MEP/DOXP, levantamento dos genes para expressao e sintese
dos primers.

Na analise da rota MEP/DOXP em Lxx foram identificados 7 genes com auxilio da
plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Os genes sdo: ORF
Lxx10450 — EC: 2,2,1,7- dxs - 1-deoxixilulose-5-fosfato sintase, ORF Lxx12180 — EC:
1.1.1.267 - dxr - 1-deoxi-d-xilulose 5-fosfato redutoisomerase, ORF Lxx18250 — EC: 2.7.7.60
e 4.6.1.12 - ispF - 2-C-metiil-D-eritritol 4-fosfato citidililtransferase/2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfate sintase, ORF Lxx17480 — EC: 2.7.1.148 - ispE — 4-difosfocitidil-2-C-methil-D-
eritritol quinase, ORF Lxx12200 — EC: 1.17.7.1 e 1.17.7.3 - gcpE — 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-
butenil 4-difosfate sintase 2, ORF Lxx16760 — EC: 1.17.7.4 - IytB — 4-hidroxi-3-metilbutil-2-
enil difosfato redutase e ORF Lxx15370 — EC: 2.5.1.1, 2.5.1.10 e 2.5.1.29 — gds — geranil

geranil pirofosfato sintase / proteina da familia apoliprenil sintetase (FIGURA 1).



24

I TERPENOID BACKBONE BIOSYNTHESIS

e Glycolysis )J————— ~
| |
g ¥ D-Glyceraldehyde
Acetyl-Coh e Q 3-phosphate
2314
Mevalonate pathway MEPDOXP pathway
|——0 feetoacetyl-Coh Q é:g:g:gﬁe
233.10 111267
O ntsrma B enythatol 4 phosphae
[E¥E [NNED)

Mevalonate-3P O

Mevalonate.3,5PP

I|27426}

Cytidire T-diphospho
%-Eethyl—D-erE;’n H ol)-

2-Phospho-4-(cytidine 5diphospho
QS hyf‘(o.ce’x"yxhmol4'p fohe

Sy 2-C-Methyl-D-erythnitol
N 2,4-cyc'iod¥plwsp te

1-H; -2-oeth
Y %tgguy? w;‘hm;tale

[sopentenyl-P
Dineethyiallyl PP
© C 5332 O Olsoprene
Rubber P 1-PP :
; S——————— Zeatm biosynthess
7,2)-F PP 2L
(Z,2)-Famesyl- |
it od and SRR S
mmm”@mnmm Ym————————— 25194 vttt & Monoterperoid biosynthesis
| (Z,E) Faesy:-PP

Famesal (5ictrrsFamesol (B FamesylP
T =¥—i27xm}—»0—{27432
(3176}
1836
o S - —
cysteme A
:
S ey [ oaipe  Protein C-terminal $-famesyl protein
wethyl estex S-famesyl-L-cysteine

Carotenoid bxsynt N

.1.83] [2.

E]

L 4

tntrans heptac
ndocopre‘:\yl-si’-?

<

L 4

?Phytyl.PP Nors-

: prenyl.PP

Figura 1. Via de biossintese de terpenoides de Lxx gerada pelo KEEG. Em destaque esta a rota MEP/DOXP e

em verde as ORFs dos genes selecionados.

Os primers foram desenhados de acordo com o descrito no item 2.1 e suas sequencias,

bem como as respectivas temperaturas de anelamento, estdo disponiveis na tabela 1. As

demais sequéncias de primers dos genes do operon carotendide, da dessaturase e dos genes

usados como normalizadores ja haviam sido determinadas (Faria, 2019).



Tabela 1. Sequéncia dos primers, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento.

o _ Temperatura de  Tamanho do
Sequéncia dos primers
anelamento (°C) fragmento (pb)

dxs F: GCCGCCTCATAATCGTCGTCAA 65 174
R: TGCCACGATACAAGGACTGC

dxr F: ATGCGTCTCCCGATCTCC 64 108
R: GTCCAGCGGCTCGAAGGTC

ispF F: GCATCGCCGTCATCGTCG 60 109
R: GCTGGAACGGTCGCTGCA

ispE F: GCTCAGCACACCGACT 56 157
R: GTTCGACAGCACCTCCGC

gcpE F: GCGTGAATCCCGGCAACAT 59 135
R: CGTACTTCTCCAGCAGGC

lytB F: GACGAGACGATGGAGACC 62 155

R: GCCGAACCGACGACGATGAC
F:

gds GACTTTCTCAGCGGTGGCAAGA 67 134
R: CGTCTCGTCAGTAGCGTCTTC

crte F: GACCCACGCTCCCACACC 68 147
R: TCCCAGAGCCGCCGGTAG

criB F: ATGACCCGCACCGAGACCG 64 172
R: CGTACACATCTTCGACTCG

crtl F: GCCCGTCCTGGTATCTCAT 64 174

R: AGGGCTCGGTTGGCGGCT
F:

crtYe  TCGTCTACCTCGCTTGTCTGCT 64 137
R:
CCAGGCGAGGAAGAAGAGGAC

Icth F: CGTCCTGCTCAGCCTGGTCTT 64 152
R: CCAAAACCGCCGTGAGGAC

crtEB  F: CGACTCGGCGACCTCAAG 64 122

R: GACGCCCCACAGGAAGAA
desA  F: GACGAACACCCAGCAACCG 68 124
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R: GCCCGAGCGTGGATGCGA

16S rRNA F: CGAACGATGAACCAGGA 59 144
R: CAACCGCTGGAGATGCC
F: CCCGCCTATGTCTTCTTCCT 61 132

proC  R: GAAAGGTGCCGTTAACAAGG

3.2 Analise da expressdo génica dos genes da rota MEP/DOXP e do operon
carotenoide de Leifsonia xyli subsp. xyli submetida a estresse osmotico e fosmidomicina.

A concentracdo do RNA extraido das células de Lxx variou entre 958,37 ng/uL e
2.157,22 ng/uL. Como recomendado por Sambrock et al. (2001), as razdes entre os valores
das absorbancias A260/A280 e A260/A230 mantiveram-se entre 1,9 a 2,0 e 1,8 a 2,0,
respectivamente. A integridade do RNA foi avaliada por gel de agarose desnaturante 1% onde
foi possivel observar as bandas 23S, 16S e 5S do RNA ribossomal (FIGURA 2). Em seguida,
as amostras foram submetidas a um PCR convencional utilizando os oligonucleotideos
complementares ao gene proC que codifica uma Pirrolina-5-carboxilato redutase com as
condicdes descritas no item 2.3 e uma amostra de DNA puro de Lxx como controle positivo a

fim de verificar possivel contaminacdo com DNA. Nao houve amplifica¢es (FIGURA 3).

Cl C2 €3 (€4 PEG1PEG2 PEG3PEGA

225 ot W 5 VY 1 Y

5S

Figura 2: Gel de agarose contendo as amostras de RNA do experimento sendo C — Controle e suas repeticoes e
PEG — Amostras com Adicdo de PEG6000 e suas repeticdes. O gel foi carregado com 5 pL de amostra e 3 pL de

tampéo de carregamento.



27

Cl C2 (C3 (C4 PEG1l PEG2 PEG3 PEG4

Figura3. Gel de agarose contendo a amplificacdo de PCR das amostras de RNA do experimento sendo C —
Controle e suas repeticdes e PEG — Amostras com Adicdo de PEG6000 e suas repeticdes. O gel foi carregado

com 5 pL de amostra e 3 pL de tampédo de carregamento.

Quando cultivada na presenca de PEG, todos os genes foram mais expressos quando
comparados ao controle, sem PEG ou fosmidomicina. Neste tratamento 0s niveis de expressao
variaram de 660% (gene dxr) a 1050% (gene crtE) em relacdo ao controle. Porém, uma
resposta oposta ocorreu quando a bactéria foi cultivada na presenca de fosmidomicina, pois,
com excecdo dos genes dxs e desA, a expressao de todos os demais foi menor em relacdo ao
tratamento controle, onde a variacdo da expressdo ficou entre o gene Ictb, que teve uma
reducdo de 1000%, e o gene lytb cuja expressdo foi reduzida em 200%. No tratamento
combinado de PEG com fosmidomicina, os valores de expressao foram todos maiores que o
controle, porém inferiores aos do tratamento com PEG (FIGURA 4), indicando gue o estresse
osmotico reverteu parcialmente o efeito inibidor da fosmidomicina sobre a expresséo destes
genes. Os genes com maior e menor alteracdo de expressdo correspondem a desA e dxr com

aumento de 570% e 360% respectivamente em relacdo ao controle.
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Figura 4 - Razéo de expressdo dos genes de Lxx (p < 0,05) cultivada na presenca de polietilenoglicol 6000 (PEG), fosmidomicina (FOS) ou de PEG + fosmidomicina (PEG +
FOS). As barras representam o desvio padréo de trés repeticoes bioldgicas.
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3.4 Avaliacdo da producdo de carotendides em meio de cultura adicionado de
PEG 6000 e fosmidomicina.

As densidades Opticas médias dos tratamentos medidas na faixa de 400nm foram de
0,635 (controle), 0,132 (PEG), 0,214 (FOS) e 0,173 (PEG+FOS), evidenciando que a
concentracdo do pigmento carotenodide é maior no tratamento controle (sem adi¢do de nenhum
composto) e que a adicdo de PEG ou de fosmidomicina, em separado ou em conjunto, leva a
uma diminuicdo no pico de absorcao, ndo permitindo concluir, no entanto, se sua sintese foi
inibida ou se o pigmento foi metabolizado em outro composto. No entanto, levando-se em
conta os resultados da expressdo génica é razoavel aceitar a primeira hipotese no caso da
fosmidomicina e a segunda no caso de PEG, ja que na presenca destes compostos houve
diminuicdo e aumento nos niveis de expressdo génica, respectivamente. O mesmo raciocinio
se aplica ao tratamento combinado de PEG com fosmidomicina; a ndo deteccdo do pico do
carotendide sugere seu metabolismo, uma vez a expressdo dos genes da via também foi

aumentada em relagéo ao controle. (FIGURA 5).
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Figura 5 - Curvas de absorbancia de extratos metandlicos de células de Leifsonia xyli subsp. xyli cultivadas na presenca de PEG6000 7% p/v (Peg), fosmidomicina 50mg/L
(Fos) e - PEG6000 7% p/v + fosmidomicina 50mg/L (Peg+Fos). C (controle) representa o espectro de absorbancia de extratos de células bacterianas cultivadas na auséncia

destes compostos.



3.5 Anélise do movimento estomatal de mutantes Micro-tom em expostos a
extratos de sobrenadante de culturas de Lxx.

Os resultados deste experimento demonstraram que 0s gendtipos de micro-tom se
comportaram de maneira semelhante frente aos extratos de culturas bacterianas. O tratamento
controle, nos trés mutantes, ficou em valores intermediarios que variaram de 59% (WT) a
65%(sit) (Figura 7 e 9 respectivamente). O maior indice de estdmatos fechados foi obtido com
0 extrato do tratamento 2 (PEG6000), chegando a mais de 76% no mutante not (Figura 8).
Um efeito contrario acontece com a adicdo do extrato do tratamento 3 pois o indice de
estbmatos fechados cai muito, chegando em 25% no mutante not, sendo este 0 menor valor
obtido (Figura 8). O resultado obtido na aplicagéo do extrato do tratamento 4 (PEG+FQOS) foi
semelhante ao resultado controle com os valores variando de 59% (sit) a 65%(not) (Figuras 7
e 9 respectivamente). Novamente a fosmidomicina tem um efeito contrario ao visto com o
tratamento com PEG6000 (Tabela 2).

WT
90

80

[=) 1
<) =)
—
—
—

w
S

S
=)

S
—

Porcentagem de Estomatos Fechados

¥
=]

Tl T2 T3 T4
Tratamentos
Figura 7: Gréafico em barras das porcentagens de estdmatos fechados de Micro-tom WT e seus mutantes em
frente ao extrato dos quatro tratamentos. WT — Micro-tom selvagem, sit — mutante sitiens, not — mutante
notabilis. T1 — Controle, T2 — Lxx + PEG, T3 — Lxx + FOS e T4 — Lxx + PEG + FOS.
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Figura 9: Gréfico em barras das porcentagens de estdomatos fechados do mutante sitiens e seus mutantes em
frente ao extrato dos quatro tratamentos. WT — Micro-tom selvagem, sit — mutante sitiens, not — mutante
notabilis. T1 — Controle, T2 — Lxx + PEG, T3 — Lxx + FOS e T4 — Lxx + PEG + FOS.
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Tabela 2.:Valores médios das porcentagens de estdmatos fechados seguido pelo desvio padrdo. Valores seguidos
por letras distintas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo este de Tukey. T1 — Controle, T2 — Lxx + PEG,
T3 -Lxx+FOSe T4 - Lxx + PEG + FOS.

Tratamentos
T1 T2 T3 T4
WT 59,23 + 3,78b 73,19 + 3,78a 32,59 + 3,78¢ 64,83 + 3,78b
sit 65,46 + 4,69b 75,48 + 4,69a 48,97 + 4,69c 59,65 + 4,69b
not 60,15 + 2,43b 76,49 + 2,43a 25,06 + 2,43c 65,45 + 2,43b

Genotipo
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4. DISCUSSAO

4.1 A expressao dos genes da rota MEP/DOXP e sua relagdo com o gene desA

A infeccdo por Leifsonia xyli subsp. xyli € um problema recorrente nos canaviais,
causando perdas consideraveis no Brasil e em outros paises devido ao  raquitismo-da-
soqueira. Esta doenga manifesta sintomas tardiamente e ndo sdo especificos, o que dificulta
sua diagnose. Seu comportamento fastidioso € singular entre as bactérias fitopatogénicas e a
coloca em um grupo restrito, como as espécies do género Xyllela. A andlise de sua sequéncia
gendémica (MONTEIRO-VITORELLO et al, 2004) sugeriu que a bactéria poderia sintetizar
uma substéncia anéloga ao fitorménio acido abscisico (ABA), uma vez que esta possui a rota
ndo-mevalonato (MEP/DOXP) de sintese de pigmentos isoprendides em conjunto com o gene
desA, responsavel pela sintese de uma dessaturase. Existem duas vias para sintese de ABA, a
rota do mevalonato (MEP) utilizada por plantas por intermédio dos seus plastideos, e a rota do
ndo-mevalonato (MEP/DOXP) utilizada por bactérias (NETZER et al., 2010). Vale ressaltar
que ndo existe, até o momento, a descricdo de uma rota de sintese de ABA para bactérias,
porém todas as bactérias que produzem ABA também produzem pigmentos carotendides,
como acontece em Achromobacter, Bacillus e Pseudomonas (LIEVENS et al, 2017). Assim,
uma via hipotética seria a producdo do horménio utilizando um carotendide como precursor,
onde 0 gene desA poderia catalisar dessaturagdes seguidas no pigmento produzido por Lxx
convertendo-o em um sesquiterpendide como o ABA ou seu precursor (NETZER, et al. 2010
e LIEVENS et al, 2017). A producdo de ABA ou de um analogo por Lxx poderia explicar ao
menos em parte alguns dos sintomas que causa em cana, como a diminuicdo de tamanho e o
do ciclo celular e poderia entdo causar a inibi¢cdo no meristema intercalar, regido responsavel
pelo alongamento dos entren6s (MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). Com base nesta
hipbtese, Castro (2012) realizou experimentos para avaliar se a bactéria secreta algum
composto inibitério ao crescimento vegetal. As analises de extratos metanolicos de
sobrenadantes de cultura indicaram que Lxx de fato secreta uma substancia que inibe a
geminacdo de sementes e diminui o alongamento de radiculas em alface (CASTRO, 2012).
Além destes efeitos, foi mostrado também que a atividade deste metabolito na germinagéo de
sementes é maior quando a bactéria € cultivada sob estresse osmdtico na presenca de
PEG6000 e que na presenca de fosmidomicina, um inibidor da rota MEP/DOXP, a atividade
do extrato € bastante reduzida (CASTRO, 2012). Até o momento, no entanto, os niveis de

atividade do extrato ndo haviam sido correlacionados com os niveis de expressao dos genes
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da via MEP/DOXP, um estudo importante para a confirmacéao da hipo6tese da produgdo de um
analogo do ABA por Lxx como parte de um mecanismo de patogenicidade.

Afim de dar continuidade e complementaridade aos trabalhos relacionados a hipotese
acima, o presente trabalho teve por objetivo analisar a expressdo dos genes da via
MEP/DOXP, bem como dos genes do operon carotendide (FARIA, 2016) de Lxx quando
cultivada na presenca de PEG6000, fosmidomicina e com ambos juntos seguido pela
avaliacdo da producéo de pigmentos isoprenoides nas mesmas condic¢6es. Por fim, objetivou-
se avaliar o efeito do extrato tdxico no movimento estomatico nos gendétipos Micro-tom
(WT) de tomate e de linhagens mutantes para ABA, sendo uma que apresenta uma baixa
producdo do horménio (linhagem notabilis; not) e outra que ndo é capaz de produzi-lo
(linhagem sitiens; sit).

Os experimentos de avaliacdo da expressdo génica e dos efeitos dos extratos de
culturas na movimentacdo estomatal foram os mesmos, aproveitando-se as células para a
extracdo do RNA e os sobrenadantes para a extragdo do composto bioativo. O experimento foi
conduzido desta maneira de modo a relacionar diretamente a expressdo dos genes com o
efeito do extrato em planta.

A presenca de PEG6000, um indutor de estresse osmotico em Lxx (FARIA et al.,
2019) atuou como um estimulante da expressao génica, uma vez que todos os genes da rota
MEP/DOXP, os genes do operon carotentide e a desA foram mais expressos que o controle.
A maior expressdo dos genes do operon carotenoides ja era esperado, pois estes pigmentos
também sdo importantes moléculas osmorreguladoras em bactérias e que podem auxiliar a
membrana plasmatica a se estabilizar em condicGes de estresse (FARIA, 2016; SALMA et al.,
2020). Uma vez que a rota MEP/DOXP ¢é a rota de sintese de pigmentos carotendides em
procariotos e presente em Lxx, também se esperava que estivessem mais expressos
(MONTEIRO-VITORELLO et al, 2004; LIEVENS et al, 2017). A hip6tese sobre a relacao
dos genes da rota MEP/DOXP e 0s genes do operon carotendide comprovou-se verdadeira,
uma vez que todos os genes analisados se mostraram mais expressos quando a bactéria foi
cultivada na presenca do composto. Apesar de ainda ndo haver uma rota descrita para a
sintese de ABA em bactérias, a maior expressdo também do gene desA pode indicar que o
pigmento estd sendo metabolizado em outro composto, talvez em um sesquiterpendide
antecessor ou similar ao &cido abscisico, como aventado (MONTEIRO-VITORELLO et al,
2004; NETZER et al., 2010).

A fosmidomicina € um antibiotico bloqueador classico da rota MEP/DOXP pois atua

logo no segundo estagio da via, inibindo o gene dxr que codifica a enzima 1-deoxi-d-xilulose
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5-fosfato reductoisomerase, 0 que resulta na inibicdo da producdo de pigmentos carotenoides
em bactérias (LICHTENTHALER, 2004; HALE et al., 2012; SLADE et al., 2019). Seu efeito
em células de Lxx ndo foi diferente; o antibidtico inibiu praticamente todos 0s genes
analisados com excecdo dos genes dxs e desA. A ndo inibicdo do gene dxs era esperada, pois
ele codifica a enzima 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase, metabolizando o D-gliceraldeido-
3-fosfato em 1-deoxi-D-xilulose-5 fostato e sim que a inibig&o ocorresse no gene dxr inibindo
a enzima 1-deoxi-d-xilulose 5-fosfato reductoisomerase que metaboliza 0 composto 1-deoxi-
D-xilulose-5 fostato em 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, porém, além do gene dxr, os demais
genes foram todos tiveram menor expressdo. Essa relacdo mostra que ha uma ligacao direta
entre a rota MEP/DOXP e os genes do operon carotendide, mostrando que a fosmidomicina é
capaz de reduzir a producdo destes pigmentos como também visto em outros membros da
familia Microbacteriaceae (TRUTKO et al., 2005). Ja o gene desA ndo exibiu uma relagédo
direta com os demais genes da rota MEP/DOXP e os genes do operon carotendide; este
evento pode-se explicar pelo gene estar localizado numa ilha gendmica de Lxx, sendo obtido
por transferéncia lateral e apesar de poder haver uma relacdo, sua regulacdo ndo esta
interligada (MONTEIRO-VITORELLO et al., 2004). O tratamento final onde unem-se o
agente oxidante, que atuou como um estimulante da rota MEP/DOXP, e o inibidor da mesma,
a fosmidomicina, resultou num aumento brando, porém significativo, da expressdo dos genes.
Assim nota-se que a concentragdo usada de PEG6000 causou um efeito muito maior de

estimulo do que a fosmidomicina de inibicdo da rota.

4.2 Concentracdo do pigmento carotenoide e sua relacdo com a expressao dos
genes.

Na anélise espectrofotométrica de pigmentos isoprendides verificou-se a presenca de
um grande pico de absorbancia no tratamento controle na faixa de 400nm, pico este também
ja relatado em outras bactérias da familia Microbacteriaceae, inclusive em outras espécies do
género Leifsonia, como Leifsonia poae e Leifsonia aquatica (TRUTKO et al., 2005;
CASTRO, 2012). Existem outras bactérias do género Leifsonia como Leifsonia soli e a
Leifsonia xyli subsp. cynodontis que podem produzir pigmentos de mesma natureza ja que
possuem coloracdo amarelada, embora ainda ndo haja nenhum dado experimental
(MADHAIYAN et al., 2010; MONTEIRO-VITORELLO et al., 2013).

Ao se adicionar o agente osmoestressante PEG6000 nédo foi possivel distinguir o pico
de 400nm, o que levanta duas hipoteses: ou o agente inibiu a producdo do pigmento ou a

bactéria metabolizou-0 em outro composto, porem pelos dados da expressao génica sugere-se
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que a segunda hipotese esteja correta. Ja no tratamento com fosmidomicina, os resultados
concordam com o resultado da expressao génica. E possivel distinguir um pico de absorbancia
em 400nm, porém muito menor que no tratamento controle, resultado ja visto em outros
trabalhos (TRUTKO et al., 2005; CASTRO. 2012). Assim, estabeleceu-se uma relacdo direta
entre redugdo da expressdo dos genes da rota MEP/DOXP e do operon carotendide e a sintese
do pigmento (TRUTKO et al., 2005; CASTRO. 2012).

No tratamento conjunto de células de Lxx com PEG6000 e fosmidomicina o pigmento
volta a ndo ficar distinto. Quando comparamos esse resultado com os dados da expressdo
génica, vemos a correlagdo com o tratamento controle. Os genes novamente estdo com
expressdo elevada, o que reforca a hipdtese de que os pigmentos foram metabolizados em
outro composto. Novamente verifica-se que a inibicdo da fosmidomicina ndo é completa para
a concentracdo usada, o que reforca a conclusdo anterior de que sob estas condicdes
experimentais 0 PEG6000 causa um estimulo muito superior ao do antibi6tico, elevando a
expressdo dos genes; porém, como existe o efeito da inibi¢cdo da fosmidomicina, o aumento da
expressdo ndo chega a ser tdo elevado quanto no tratamento somente com PEG6000
(TRUTKO et al., 2005; CASTRO. 2012).

4.3 Fechamento estomatal em resposta ao extrato do sobrenadante de Lxx

Um dos papeis do horménio acido abscisico na fisiologia vegetal é promover o
fechamento estomatal sob condicGes de estresse atraves da diminuicdo da pressdo de turgor
das células-guarda (CAl et al., 2017). Desta forma, este ensaio foi conduzido com a finalidade
de reforcar a hip6tese da producdo de ABA ou um analogo por Lxx. Os sobrenadantes dos
experimentos de expressdo génica foram separados e submetidos a uma extracdo metanolica
para averiguar uma relacdo direta entre a expressdo dos genes da rota MEP/DOXP, genes do
operon carotendide e do gene desA e a acdo dos sobrenadantes no movimento estomatal em
Micro-tom selvagem e dois de seus mutantes, o mutante notabilis que tem baixa producédo do
horménio ABA e 0 mutante sitiens que nao o produz.

Tanto o tipo selvagem como os mutantes de Micro-tom reagiram da mesma forma
frente aos tratamentos com os extratos. Porém, houve diferenca entre tratamentos. No caso do
tratamento com PEG6000, onde os genes foram positivamente expressos e o pico de
absorbancia do pigmento carotendide ndo ficou evidente, houve uma maior porcentagem de
estdmatos fechados para os trés genétipos (WT, sit e not), comportamento esperado caso fosse
utilizado o horménio ABA. J& quando utilizamos o inibidor fosmidomicina o comportamento

se reverte e ha uma pequena porcentagem de estdmatos fechados também para os trés
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genotipos, resposta que concorda com os dados Vvistos anteriormente: baixa expressdo dos
genes e baixo pico de pigmento. Por fim, o tratamento que une 0 agente estressante e o
antibiotico ndo diferiu estatisticamente do controle, recuperando o fenotipo original mesmo
com a existéncia de uma maior expressdo génica e a ndo identificacdo do pico de absorbancia
do pigmento.

O mesmo comportamento dos mutantes pode se explicar por suas caracteristicas
fisioldgicas. O mutante notabilis é capaz de produzir baixas quantidades do hormonio ABA e
0 mutante sitiens ndo é capaz de sintetiza-lo, mas sua sensibilidade e seus receptores nao estdo
prejudicados. Assim, ao entrarem em contato com um composto com efeitos analogos ao
ABA, tiveram uma resposta semelhante ao selvagem (CARVALHO et al., 2010;
CARVALHO et al., 2011). A diferenca pode estar na velocidade da resposta. Por causa de
suas deficiéncias hormonais, o fechamento estomatico pode ter ocorrido em maior velocidade
nos mutantes que no genotipo selvagem. Isto, porém, ndo foi analisado neste experimento.
Outro dado que € possivel analisar € que mesmo com a presenca do pico no tratamento
controle ha uma maior taxa de fechamento estomatico que o verificado no tratamento com
fosmidomicina. Isso deixa claro que mesmo em condi¢fes ndo estressantes, L. X. subsp. xyli é
capaz de produzir este composto.

A necessidade de um estresse na bactéria para a manifestacdo de um composto toxico
concorda com os dados da literatura a respeito dos sintomas que Lxx causa em cana-de-agucar
ser mais severo durante periodos de seca, uma vez que foi necessario que a Lxx estivesse em
situacdo de estresse para manifestar maior expressao génica e causar um maior fechamento
estomatico (RAMOS, 2012). Em conjunto com a condicdo ambiental, também é necessario o
aumento da concentracdo de titulo bacteriano para que ocorra a manifestacfes de sintomas na
planta. Este evento pode ser desencadeado pelo estresse anterior que estimula o crescimento
de Lxx, fendbmeno que foi visto em Lxx tanto in vitro quanto in planta (RAMOQOS, 2012; CIA
et tal., 2018; FARIA et al., 2019). Mesmo com a maior expressao dos genes no tratamento
que une PEG6000 + fosmidomicina, ndo ha a mesma eficacia em causar o fechamento de
estdbmatos. Aparentemente o antibidtico consegue inibir parte da formagdo com pigmento
carotendide deixando menos composto para que possa ser metabolizado no composto
seguinte. Este estudo avancou na confirmacdo da hipotese de producdo e secrecdo de um
composto andlogo ao ABA pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli, uma vez que relatamos
evidencias genéticas, bioquimicas e de efeito fisiologico no hospedeiro, seguindo na
compreensdo do funcionamento de alguns de seus genes em diferentes situacGes e elucidar

alguns dos possiveis mecanismos de patogenicidade. Demonstrou-se uma relacdo direta entre
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a expressdo dos genes da rota MEP/DOXP e do operon carotendide, a presenca ou auséncia
do pigmento carotenoide e os efeitos dos extratos na movimentacdo estomaética, reforcando a

hipdtese da producédo de um analogo ao acido abscisico por parte de L. x. subsp. xyli.
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5. CONCLUSOES

Lxx possui 0s genes da rota MEP/DOXP ativos e responsivos a diferentes situagoes.

Os genes da rota MEP/DOXP apresentaram expressdo génica relacionada com a
expressao dos genes do operon carotenoide.

Lxx produz um pigmento carotendide que possui um pico de leitura na faixa de 400nm
e que sintetiza uma substancia que pode ser precursora ou analoga ao &cido abscisico,

composto que foi capaz de causar o fechamento de estdbmatos em mutantes de Micro-tom.
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