UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

RUBIA PADILHA PURCINO

METABOLISMO DE COMPOSTOS NITROGENADOS E CARBOIDRATOS, E
ALTERACOES NAS PAREDES CELULARES DE PLANTAS DE CITROS

INFECTADAS POR Xylella fastidiosa.

Tese apresentada ao Instituto de Biologia
para a obtencdo do titulo de Doutor em

Biologia Vegetal

Orientador: Prof. Dr. Paulo Mazzafera

2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Purcino, Rubia Padilha
P971m Metabolismo de compostos nitrogenados e
carboidrartos, e alteracdes nas paredes celulares de
plantas de citros infectadas por Xylella fastidiosa / Rubia
Padilha Purcino. -- Campinas, SP: [s.n.], 2006.
Orientador: Paulo Mazzafera.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de

Campinas, Instituto de Biologia.

1. Xylella fastidiosa. 2. Nitrogénio. 3.

Carboidratos. 4. Parede celular vegetal. 5. Citros.

Titulo em

inglés: Metabolism of nitrogen compounds and carbohydrates,

modification of cell wall of citrus infected by Xylella fastidiosa.
Palavras-chave em inglés: Xylella fastidiosa; Nitrogen; Carbohydrates; Plant cell walls;

Citrus.

Area de concentragdo: Biologia Vegetal.
Titulagao: Doutora em Biologia Vegetal.
Banca examinadora: Paulo Mazzafera, Marlene Aparecida Schiavinato, Eduardo Caruso
Machado, Gongalo Amarante Guimaraes Pereira, Marcos Buckeridge.
Data da defesa: 31/02/2006.

and



Data da defesa: 31/02/2006

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Mazzafera (Orientador)

Prof. Dra. Marlene Aparecida Schiavinato

Prof. Dr. Eduardo Caruso Machado

Prof. Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira

Prof. Dr. Marcos Buckeridge

Prof. Dr. Ladaslav Sodek

Prof. Dr. José Camilo Novello

Pro. Dra. Sandra Maria Carmello guerreiro




A Minha av6 Sebastiana
A minha mie Maria Aparecida

Ao Rodrigo

Pelo amor, paciéncia e apoio incondicional!

dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre conduzir meus passos.

Ao Prof. Dr. Paulo Mazzafera, pela orientacao.

Ao Dr. Camilo Lazaro Medina, pela colaboragao durante a realizagao do trabalho.

Ao Dr. Marcos Antdénio Machado do centro APTA “Silvio Moreira” pela
colaboracao durante a realizagdo deste trabalho.

Ao Dr. Helvécio Coleta Filho do centro APTA “Silvio Moreira” pela colaboracao
na execucao das reagdes para confirmacao da infec¢ao das plantas de citros com Xf.

Ao Dr. Eduardo Caruso Machado da se¢do de Fisiologia vegetal do Instituto
Agrondmico de Campinas, pelas sugestdes importantes para a realiza¢do deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Camilo Novello e seus orientados Flavia e Daniel, pela colaboragdo na
identificagdo das proteinas da seiva do xilema de plantas de citros.

A Profa. Dra. Sandra Carmello Guerreiro, pela colaboracdo na confec¢do das
laminas utilizadas na microscopia confocal.

Ao Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho e sua orientada Eliane, pela
colaboragao nas analises de microscopia confocal.

Ao Prof. Dr. Marcos Buckeridge e seu orientado Clovis Oliveira Silva pela
colaboracdo na extracdo e andlises dos polissacarideos da parede celular de plantas de

citros.



Ao Dr. Paul Knox que gentilmente cedeu os anticorpos de parede celular, utilizados
neste trabalho.

Ao Dr. Miltom Massao pelo auxilio nas coletas e analises bioquimicas.

Ao amigo Geraldo Melo pelo auxilio gentilmente oferecido durante a execugdo
deste trabalho.

Ao Técnico Neurival Paiola, pelo auxilio durante a coleta das amostras de seiva do
xilema.

As amigas, Clara, Flavia, Andréa, Aline e Leandra pela amizade, incentivo e bons
momentos compartilhados.

A minha familia pelo carinho, amor incondicional e incentivo ao longo de toda
minha histdria.

A Inés e Antonio Carlos Grimaldi pelo incentivo e enorme carinho.

Ao Rodrigo pelo amor, carinho e incentivo sempre.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa no Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela
concessao da bolsa de estudos.

A universidade de Campinas (Unicamp) pela oportunidade da realizagdo deste trabalho.



INDICE

Banca EXaminadora...........cooeoiiiiiiiiiiiiiiiet ettt 3
F N 16 10314413 1110 1RSSR 5
RESUITIO ..ttt sttt st s 10
SUMIMATY ...ttt et ettt ettt e bt e bt e s bt e e sab e e sabeesabeesateesabeeenbeesbeeens 12
INtrodug@o GeTaL.....c..viie i e 14
0 o] <157« 1Pt 22

3. Capitulo 1. - Metabolismo do nitrogénio em plantas de citros infectadas com Xylella
fastidiosa: Caracterizagdo dos principais compostos nitrogenados na seiva do xilema e

atividade das enzimas Redutase do Nitrato € Glutamina Sintetase...............c.vvvvvnnen 23

B RESUIMO. L e 24
3 INOAUGAO. ..ottt e 25
R 0 TR 10 157 5 7o 1 PR 27
3.4. Materiais € MEtOOS. ... uuie it 28
3.4.1. Material Vegetal. ... ..o 28
3.4.2. Obtengao da seiva do Xilema.........oouiiiuiiiiiiii i 28
3.4.3. Confirmagao da infec¢do por Xyllela fastidiosa (Xf)........ccooeviiiiiiiiiiiiiiin 29
3.4.4. Atividade da Glutamina Sintetase (GS)........oovvviiiiiiiiii e 30
3.4.5. Atividade in vivo da Redutase do Nitrato (RN)............cooiiiiiiiiiii i, 30

3.4.6 Quantificacdo de NO3, NH+4, aminoacidos, proteinas soluveis totais e
J0L0] L3001 - T PP 30
3.4.7. Determinagao da atividade de proteases...........o.veviiiiiiiiiiiiiiiie e 31

3.4.8. Sequénciamento das proteinas presentes na seiva do xilema...............................31



3.5.2. Concentracao de compostos nitrogenados na seiva do xilema............................ 35
3.5.3. Atividade das enzimas redutase do nitrato e glutamina sintetase..........................38
3.5.4. Concentracao de aminodcidos e proteinas soliveis e atividade de proteases...........41
3.5.5. Quantificagdo de poliaminas. ..........ooueiriiiiit i, 49
3.6 CONCIUSDCS. . ..ttt 54
4. Capitulo 2 - Nutri¢ao de Xylella fastidiosa e ometabolismo de agucares, acidos organicos

e alteragdbes na PAREDE das Cé¢lulas do xilema DE plantas de citros com

Ve, 55
R 2T 1 ' 02 P 56
4.2, INtrOAUGAD. . ettt e e 58
TG TR 1015 A0 TPt 61
4.4. Material € MeEtOdos. .. ....uiniinit i 62
4.4.1 Material Vegetal.. ... ..ot e 62
4.4.2. Experimento para fornecimento de 14C-manose.............ccoveviieiiieiinniinniniennn. 62

4.43. Analise de aglcares soluveis na fracdo etanolica por HPLC e radioatividade
especifica componentes da parede celular em material alimentado com 14C-manose......... 63
4.4.4. Dosagem de agtcares soluveisna seivade PSe PD.............cooiiiiiiiiiie, 64
4.4.5. Dosagens das atividades de Invertase Acida e Sacarose Sintase..........................64
4.4.6. Analise de macro e micronutrientes nas folhas e peciolos........................eeeee 65
4.4.7. Determinagdo de acidos organicos na seiva do xilema por HPLC....................... 65
4.4.8. Crescimento de Xf em meios solidos com diferentes fontes de carbono................66

4.4.9 Imunolocalizagao de pectinas utilizando microscopia confocal...................... 66



4.5, ReSultados € DISCUSSAO. .. uuunteett e e e 67
A 0. CONCIUSOES. oo eeeen ettt e et 97
5. Referéncias BibliorafiCas........ccveveeeenviiiii e 98



RESUMO

Xylella fastidiosa (Xf) ¢ uma bactéria fitopatogénica que se desenvolve exclusivamente no
xilema de uma grande variedade de plantas cultivadas. Na cultura do citros essa bactéria ¢
conhecida como o agente causal da clorose variega do citros (CVC), doenca responsavel
por prejuizos econdomicos consideraveis, desde a década de 80. Embora muitos trabalhos
tenham sido realizados com essa bactéria, pouco se conhece sobre o mecanismo de
infec¢do, a composi¢do do meio em que ela se desenvolve, o xilema e o desenvolvimento
dos sintomas. Grande parte dos estudos sobre a nutri¢do da bactéria sdo realizados in vitro,
0 que pode ndo caracterizar a interagdo entre a bactéria e xilema. Este trabalho ¢ resultado
de um subprojeto do genoma funcional, cujo principal objetivo ¢ a caracterizagdo da
constituicao da seiva do xilema, na tentativa de melhor compreender a nutri¢ao da bactéria
e o desenvolvimento da doenca. Ao longo da realizacdo dos experimentos e analises dos
resultados foram surgindo questdes que levaram a necessidade do melhor entendimento do
metabolismo do nitrogénio em plantas com CVC. Por isso os resultados gerados foram
agrupados em dois capitulos, onde no primeiro sdo encontrados resultados da
caracterizacdao qualitativa e quantitativa das principais substancias nitrogenadas presentes
na seiva do xilema de plantas de citros com CVC, bem como atividade das principais
enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio. A atividade da Redutase do nitrato (RN)
nas folhas ndo sofreu alteracdo em plantas doentes (PD), porém a atividade da Glutamina
Sintetase (GS) foi significativamente maior nos extratos das folhas dessas plantas. Embora
a concentragdo de aminoacidos tenha sido suavemente maior na seiva do xilema de PD,
caiu drasticamente no extrato de folhas dessas plantas. O teor de proteinas soliveis também
foi menor na seiva do xilema e no extrato de folhas de PD. PD e Planta Sadia (PS)

apresentaram o mesmo perfil de aminoacidos em HPLC, contudo em propor¢des bem
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diferentes, principalmente dos aminoacidos ASN, GLN e ARG. A poliamina putrescina foi
identificada em grande concentracdo somente em PD. Estes resultados demonstram que PD
apresentam alteragdes no metabolismo de compostos nitrogenados provavelmente em
resposta a mudangas na interacdo dos processos de absor¢do, assimilagdo e redistribuirao
do nitrogénio.

No segundo capitulo sd3o agrupados os dados das analises do metabolismo de
agucares, acidos organicos e investigagcdo das alteragdes no metabolismo da parede celular.
A seiva de PD apresenta menor concentracao de glicose, acompanhada de frutose e glicose.
Grande quantidade de acido citrico também foi determinada nessas plantas. Baseados
nesses resultados cultivamos a bactéria em meios com diferentes fontes de carbono e
verificamos que o meios que permitiram maior crescimento foram aqueles que a fonte de
carbono utilizada foi glicose (1 g/L), sacarose combinada com citrato nas concentragdes de
3g/L de cada fonte de cardono, e citrato na concentracao de 3 g/L, o que demonstra que a
composi¢do quimica da seiva do xilema € importante tanto para o processo de agregagao
como para a formagdo do biofilme. A infeccdo com Xf também promoveu modificagdes
nas paredes celulares dos peciolos. Verificamos por imunocitoquimica em microscopio
confocal utilizando os anticorpos JIM 5 e JIM 7, diferencas entre PD e PS nos padrdes de
esterificagdo da fragdo pectina, assim como encontramos no fracionamento da parede
celular alteragdes na composicdo dos principais carboidratos que constituem a fracao

hemicelulose.
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SUMMARY

Xylella fastidiosa (Xf) is a fastidious bacterium which grows exclusively in the xylem of
several plants. In citrus the disease caused by Xfis known as “clorose variegada do citros”
(CVO), being responsible for marked loss of productivity since the 80s. Although a
meaningful number of reports have been published in the literature about X7, little is know
about the mechanisms controlling infection, the biochemical composition of the xylem fluid
where the bacteria develops and how the disease symptoms develop. Most of the studies on
the nutritional requirements by the bacteria were carried out with artificial media in vitro,
what may not be the exact situation in the xylem. The aim of this thesis was to characterize
the xylem sap composition of citrus plants in order to better understand nutritional aspects
of the bacteria and this can influence the disease development. During the experiments new
questions arose and focus was given to the nitrogen metabolism of citrus plants infected
with CVC. Therefore, the thesis has two chapters. The first chapter contains results on the
qualitative and quantitative characterization of the xylem sap of health and diseased plants
as well as the activity of enzymes of the nitrogen metabolism in plants. The activity of
Nitrate reductase (NR) in leaves did not change in diseased plant (PD), however, the
activity of Glutamine synthethase (GS) was significantly higher in these leaves. Although
amino acids concentration was slightly higher in the sap of diseased plants the level
dropped drastically in the leaves. The protein contents were lower in the sap and in leaves
of diseased plants. Diseased and health plants showed the same amino acid profile in
HPLC, but different proportions were observed among amino acids, mainly for the amino
acids ASN, GLN and ARG. The polyamine putrescine was found in high concentrations

only in diseased plants. These results showed that significant changes take place in the
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nitrogen metabolism of diseased plants, probably as a response to the alterations in the

absorption, assimilation and distribution of nitrogen in the plant.

In the second chapter the data on carbohydrates, organic acids and cell wall are
presented. The xylem sap of diseased plants showed lower concentration of glucose than
health plants. High amounts of citric acid were also found in diseased plants. This
information was used to design artificial media to grow the bacteria and study its nutritional
need. Best growth was observed with media containing glucose (1 g/L), sucrose plus citrate
both at 3g/L, and citrate alone at 3 g/L, indicating that the composition of the sap might
play a role both in the bacterial agregation as well as in the biofilm formation. Infection
with Xf also promoted changes in the cell wall of leaf peduncle of infected plants.
Immunocytochemical analysis with confocal microscopy, using the antibodies JIM 5 and
JIM 7, showed marked differences between diseased and health plants regarding the pectin

esterification. Additionally the hemicelullose fraction was also affected.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Xylella ¢ composto por uma unica espécie, Xylella fastidiosa (Xf),
bactéria limitada ao xilema e que por apresentar bastante variabilidade dentro da espécie
necessita uma classificagdo em subespécie ou patovar.

Xf € uma bactéria com célula do tipo bastonete, medindo de 0,25 a 0,35 um, Gram-
negativa, imovel, aflagelada, oxidase negativa, catalase positiva, aerobica estrita, nao
fermentativa, nutricionalmente fastidiosa, com temperatura ¢ pH 6timos para crescimento
em torno de 27°C e pH 6,8, respectivamente (Wells et al.,1987). Sua parede celular é
multilaminar, enrugada, com acentuadas reentrancias (Davis et al., 1981; Wells et al., 1987;
Chang & Walker, 1988; Mizubuti et al., 1994; Leite Junior, 1996), podendo este fato estar
relacionado com o reconhecimento patégeno-hospedeiro (Fry & Milholland, 1990).

Xf ¢ encontrada no xilema de um grande niimero de plantas cultivadas, arvores e
plantas ornamentais, sendo em alguma dessas considerada agente causal de doencgas, por
estarem associadas aos sintomas ou danos causados. A primeira associacdo de uma doenga
com essa bactéria ocorreu em 1892 em videiras, e foi denominada de mal de Pierce,
inicialmente confundida com doencga virdtica, devido as suas caracteristica em relagdo a
colonizagdo sistémica e transmissdo por enxertia, entre outras. Outras doencas em plantas
com importancia econdmica, como nanismo da alfafa, escaldadura das folhas da ameixeira,
escaldadura do pessegueiro (“phony peach”) (Lee et al., 1991; Wells ef al., 1987), também
sao causadas por Xf. Esta bactéria também tem sido relacionada com a ocorréncia de
anomalias no cafeeiro (Paradela et al., 1995).

No Brasil, das espécies econdmicas afetadas por Xf o principal prejuizo ¢

encontrado na cultura do citros, sendo a bactéria identificada como agente causal da doenca
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denominado de Clorose Variegada dos Citros (CVC), ou amarelinho, apds a satisfacdo do
postulado de Koch (Lee et al., 1993).

A CVC foi observada inicialmente em meados da década de 80 em pomares do
triangulo mineiro, regides norte e nordeste do estado de Sao Paulo, e evoluiu com rapidez
para toda regido citricola brasileira (Rosseti & De Negri,1990). Ocorre em todas as
variedades de laranja doce sobre diferente porta-enxertos (Carvalho et al., 1995) e cerca de
30% dos 60 milhdes de plantas no estado de Sdo Paulo apresentam a bactéria, com prejuizo
estimado em mais de um milhdo de dolares (Monteiro ef al., 2001)

A disseminacdo da CVC ¢ feita a curtas distancias por cigarrinhas da familia
Cicadellidae e Cercopidae, que utilizam a seiva do xilema das plantas como alimento
(Purcell & Hopkins,1996). Outra forma de transmissdo ¢ a enxertia feita com material
contaminado, sendo a comercializagdo de mudas contaminadas a principal responsavel pela
dispersao da CVC a longas distancias (Carvalho, 1996).

Xf freqlientemente forma agregados no interior dos vasos do xilema, os quais sdo
constituidos por uma matriz extracelular produzida pela bactéria. A matriz ¢ semelhante ao
glicocalice presente em outras bactérias, sendo constituida em grande parte por
polissacarideos extracelulares (EPS), os quais também tém sido denominados de goma
fastidiana (Leite ef al., 2001). A presenga da matriz permite a adesdo das células umas as
outras, e destas ao hospedeiro. As fibras desse composto apresentam cargas negativas que
atuam como uma resina trocadora de ions, concentrando nutrientes. Este fato pode
contribuir para a otimizagdo da atividade de algumas enzimas que podem ajudar a bactéria
na sua acao contra o hospedeiro, o que parece ser muito importante para a sobrevivéncia e
patogenecidade da bactéria, pois as concentracdes de diversos produtos, organicos e

inorganicos, essenciais a sobrevivéncia e ao processo de infec¢do sdo muito baixas na seiva
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do xilema. Também ¢ atribuido ao glicocélice importante papel na protecdo da bactéria
contra os mecanismo de defesa do hospedeiro (Hopkins,1989; Purcell & Hopkins, 1996),
pois este pode imobilizar substancias de defesa produzidas pela planta (O’Toole et al.,
2000).

Outro aspecto importante na patogenecidade de Xf ¢ a sua capacidade de
colonizagdo dos diferentes tecidos distantes do ponto de infeccao (Hopkins,1989; Purcell &
Hopkins, 1996), o que parece ser possivel pela atividade de enzimas do metabolismo de
parede celular, tais como pectinases, celulases e proteases (Dow & Daniels, 2000; Lambais
et al., 2000).

O mecanismo de patogenecidade de Xf ainda ndo ¢ totalmente conhecido e
diferentes estudos fisiologicos, bioquimicos e moleculares t€ém sido realizados neste
sentido. Existem hoje trés diferentes hipoteses para o mecanismo de patogenecidade de Xf,
que sdo: sintese de fitotoxinas, desequilibrio hormonal ou a disfun¢do do xilema (Hayward
& Mariano, 1997).

Para Hopkins (1989), o mecanismo primdrio de patogenecidade ¢ a indugdo de
deficiéncia hidrica, devido a obstrucao parcial ou total dos vasos do xilema promovido pela
deposi¢ao de goma fastidiana (Beckman & Halmos, 1962; Beckman et al., 1974; Gardner
et al., 1983; Hopkins 1985) e formagdo de cristais de céalcio. Para Hopkins (1989) este
mecanismo explica de forma satisfatéria a maioria dos sintomas apresentados por plantas
com CVC.

Em videiras infectadas por Xf a resisténcia ao fluxo de agua em vasos ¢ cerca de
60 a 200 vezes maior que a apresentada por plantas sadias. Em condigdes de campo,
laranjeiras com CVC apresentaram fluxo de seiva 70% menor em relacdo as laranjeiras

sadias (Oliveira, 2000).
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A obstrugao dos vasos € resultante da formagao do biofilme, que de acordo com o
modelo de adesdao proposto por Leite el al., (2002), ¢ formado apds a adesdo inicial das
bactérias, mediada por radicais tidis presentes na bactéria e cargas hidrofobicas da
superficie do tecido. Na seqiiéncia de eventos, ¢ iniciada a producdo da goma fastidiana,
que resulta na formagdo do biofilme no interior dos vasos do xilema. O biofilme pode se
tornar mais rigido com a ligagdo de ions calcio, o que leva a obstrucdo dos vasos e
conseqiiente redugdo no fluxo de agua.

Entretanto, alguns autores ndo acreditam que a simples obstru¢do dos vasos do
xilema € suficiente para explicar os sintomas caracteristicos da infec¢ao por Xf, defendendo
a existéncia de outros mecanismos como a producao de fitotoxinas (Lee et al., 1982) ¢ o
desbalanco hormonal (French & Stassi, 1978).

As fitotoxinas sdo substancias produzidas pelo metabolismo do patégeno, que em
concentracdes muito baixas causam injurias as plantas. A grande maioria sdo moléculas
pequenas, de diferentes formas e estruturas, com grande facilidade de difundir-se no sitio
de infec¢do e de mobilizagdo para outras partes da planta, via apoplasto. Algumas das
possiveis agdes das toxinas em plantas € o comprometimento da integridade das membranas
plasmaticas e alteragdes nas suas funcdes, desencadeando a perda irreversivel de turgor.

O papel das fitotoxinas em plantas com CVC ainda € controverso, necessitando de
maiores investigagdes para se conhecer sua real agdo, de forma a esclarecer se a toxidade ¢
resultado de alteragdes no potencial da agua ao redor das células e/ou dado por alteragdes
nas fungdes das membranas celulares.

Em se tratando da hipdtese de um desbalango hormonal, no processo de infec¢ao
por Xf os principais hormonios relatados sdo o acido abscisico (ABA) (Goodwin, 1988) e

giberelinas (French e Stassi). O ABA esta relacionado a processos de abertura e fechamento
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dos estomatos, ao atuar como mensageiro quimico em condi¢des de baixo potencial hidrico.
Sendo assim, a menor condutividade estomdtica, um dos sintomas apresentados por
laranjeiras com CVC, pode ser promovido pelo aumento na concentragdo desse hormonio
nas folhas. No entanto, Gomes (2001) verificou que laranjeiras com CVC apresentavam a
mesma concentracdo de ABA que laranjeiras sadias, mesmo tendo as plantas doentes
apresentado redu¢ao no potencial da d4gua e acentuada reducao na abertura dos estomatos.

Aplicagdes de giberelina, hormonio que participa em processos de crescimento,
estimularam a retomada do crescimento em gemas apicais de pessegueiros com “Phony
peach disease” (PPD) (French & Stassi, 1978). Esses dados, em adi¢do ao efeito na reducao
do crescimento, florescimento abundante e aumento na concentragao de clorofila, sintomas
da PPD, pela aplicagdo de um inibidor da biossintese de giberelina, contribuem com a
teoria do desbalanco hormonal.

Um dos principais problemas em relagdo aos estudos sobre a nutri¢ao da Xf ¢ que
sdo realizados in vitro e, por isso, ndo demostram a real interacdo existente entre a bactéria
¢ 0 meio o qual esta coloniza e se multiplica, o xilema. A seiva do xilema ¢é constituida de
diferentes substancias orgénicas e inorganicas. A grande maioria encontra-se na forma
livre, ndo complexada em polimeros, portanto, prontamente disponiveis para o
metabolismo celular da bactéria. Desta forma, acredita-se que o xilema provém um
excelente ambiente nutricional para o crescimento da bactéria. Porém, a concentragdo dos
nutrientes encontrados na seiva do xilema ¢ bastante baixa, o que sugere a especializacao
por parte da bactéria para melhor aproveitamento dessas substincias, induzindo o
aparecimento de sintomas de desbalango nutricional em plantas doentes, como por

exemplo, os sintomas de deficiéncia de zinco.
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Existem poucos trabalhos sobre a composi¢do da seiva do xilema em citros. Dos
existentes, a maioria sdo resultados da investigagdo de aminoacidos, mostrando que os
principais aminoacidos presentes na seiva do xilema de citros sdo arginina, asparagina e
glutamina. Os dois primeiros sdo encontrados principalmente em oOrgdos em
desenvolvimento, sendo apontados, juntos com o ion nitrato, como as principais formas de
compostos nitrogenados transportados no xilema de citrus, o que pode explicar a grande
exigéncia de altas concentragdes de glutamina nos meios de cultura para o cultivo de Xf
(Davis et al., 1981; Chang ef al., 1993). A concentragdo de aminoacidos livres na seiva do
xilema se mostra bastante variavel ao longo das diferentes épocas do ano (Culiafez et al.,
1981; Ramamurthy & Ludders, 1982 ; Tadeo et al, 1984). Outro fator que altera essa
composi¢do ¢ a ocorréncia de estresses bidticos e abidticos.

Gould et al. (1991) investigaram a composi¢do de aminoacidos em Prunus persica
infectadas com Xf, ndo encontrando correlagdo entre a presenga da bactéria e as alteragdes
na composi¢ao destas substancias. Laranjeiras em estadios iniciais da infec¢do por CVC e
submetidas a déficit hidrico tiveram a composi¢cdo de aminodcidos alteradas em resposta a
reducdo do conteudo de agua, ndo devido a presenca da bactéria (Medina, 2002). O
aminoacido arginina apresentou maior concentragdo nessas condi¢des e, de acordo com
Lovatt (1996), a explicagdo para esse aumento ¢ a reducao de glicose nas folhas de citros, e
conseqiiente acimulo de amdnia, o que leva ao aumento na sintese arginina como um
mecanismo de detoxificagdo. Entretanto, apesar de Medina (2002) verificar a presenca de
pequenas quantidades de amodnia em folhas de laranjeira, ndo encontrou diferengas na
concentracao desse ion em plantas doentes ¢ sadias.

No ano de 2002, a estirpe 9a5c de Xf teve o seu genoma completamente

sequenciado. O genoma de Xf ¢ composto por um cromossomo circular com 2.679.305pb,
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e dois plasmideos de 51.158 e 1.285pb, respectivamente denominados pXF51 e pXF1.3
(Simpson et al., 2000). Apesar de muito similar ao genoma de Xanthomonas spp., 0O
genoma da Xf ndo apresentou genes do sistema de secrecao do tipo III, o qual € responsavel
pela inje¢do de determinantes de patogenecidade e/ou viruléncia, diretamente nas células
dos hospedeiros (He, 1998; Dow & Daniels, 2000; Romantschuk et al., 2001). No entanto,
apresentou todas as vias metabolicas conhecidas para a secre¢do de fatores de viruléncia
extracelulares presente em bactérias Gram-negativas.

Também foi identificado um agrupamento de genes que sdo responsaveis pela
secre¢do de varias enzimas extracelulares incluindo endoglicanases, pectinases e proteases,
importantes fatores de patogenicidade, altamente similar ao sistema de secre¢@o do tipo II
(Dow et al., 1987, 1989) em Xanthomonas, denominado de xps (“Xanthomonas protein
secretion”) (Dums et al., 1991).

Em Xf foram identificados varios siderdfaros e genes envolvidos no transporte
através da membrana, sugerindo que o ferro pode ser de grande importancia para a
sobrevivéncia da bactéria no xilema.

A homeostase de ferro ¢ um processo importante na regulacdo da expressdo de
genes envolvidos na patogenicidade de bactérias (Vasil & Ochsner, 1999). Em bactérias
gram-negativas a regulacdo ¢ feita diretamente pela concentragdo intracelular de ferro na
forma Fe (II), via proteina fur (“ferric uptake regulation”). Quando ferro estd disponivel
dentro da bactéria, este forma um complexo com a proteina, o qual se liga a varias
seqiiéncias operadoras especificas (“Fur boxes”), bloqueando a sintese de genes funcionais
(Ratlegde & Dover, 2000). Dessa forma além da redug@o na condutividade de 4gua outros
fatores podem contribuir para as alteragdes fisisologicas apresentadas em plantas com

CVC.
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Depois da publicacdo do sequenciamento do genoma da Xf (Simpson et al., 2000),
muito esfor¢o tem sido realizado na tentativa de melhor se compreender o mecanismo de
patogenicidade da bactéria. Nesse contexto € importante o esclarecimento de algumas
questdes como, por exemplo, a melhor caracterizagdo da constitui¢do da seiva do xilema,
para se conhecer melhor o ambiente em que essa bactéria se desenvolve e também tentar
entender como se dd a nutrigdo desse microorganismo. Respostas para essas questdes
podem vir a colaborar para o desenvolvimento de tecnologia para o controle da CVC,

minimizando os prejuizos na citricultura causados por essa doenca.
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2. OBJETIVOS

Esta tese estd dividida em dois capitulos, os quais tiveram como principais
objetivos:
a) Caracterizar quantitativamente e qualitativamente, a composi¢do de substancias
organicas e inorganicas relacionadas com o metabolismo de nitrogénio e presentes na seiva
do xilema de laranjeiras com CVC;
b) Identificar proteinas da seiva do xilema que apresentam expressao diferenciada quando
comparadas plantas sadias e plantas com CVC;
¢) Analise do metabolismo de agucares, acidos organicos e investigacao das alteragdes no
metabolismo da parede celular e sua relagdo com a nutri¢ao da Xf;

d) Investigar a dindmica do ion ferro em plantas com CVC;
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3. CAPITULO 1- METABOLISMO DO NITROGENIO EM PLANTAS DE CITROS
INFECTADAS COM Xylella fastidiosa: CARACTERIZACAO DOS PRINCIPAIS
COMPOSTOS NITROGENADOS NA SEIVA DO XILEMA E ATIVIDADE DAS

ENZIMAS REDUTASE DO NITRATO E GLUTAMINA SINTETASE
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3.1. RESUMO

A Clorose Variegada do Citros (CVC) ¢ uma das mais graves doengas da
citricultura mundial, cujo agente causal é a bactéria Xylella fastidiosa (Xf) que pertence ao
grupo denominado de “Xylem —limited bactéria” (XLB), por colonizar e se desenvolver nas
células do xilema. Com o objetivo de se conhecer possiveis alteragdes no metabolismo do
nitrogénio em plantas de citros com CVC, foram comparadas as concentracdes de
compostos nitrogenados, tais como NO7, NH', aminoacidos, proteinas soliveis, e
poliaminas entre plantas sadias (PS) e plantas doentes (PD), assim como foram analisadas
as atividades da redutase do nitrato (NR) e glutamina sintetase (GS). PD apresentaram
acumulo de NO; tanto na seiva do xilema como nos extratos de folhas. A atividade da NR
nas folhas ndo sofreu alteracdio em PD, porém a atividade da GS foi significativamente
maior nos extratos das folhas dessas plantas. Embora a concentragdao de aminodcidos tenha
sido um pouco maior na seiva do xilema de PD, caiu drasticamente no extrato de folhas
dessas plantas. O teor de proteinas soluveis também foi menor na seiva do xilema e no
extrato de folhas de PD. PD e PS apresentaram o mesmo perfil de aminoacidos em HPLC,
contudo em propor¢des bem diferentes, principalmente dos aminoécidos asparagina (ASN),
glutamina (GLN) e arginina (ARG). A atividade de proteases no extrato de folhas foi maior
em PD enquanto na seiva do xilema sé foi detectada atividade em PD. A poliamina
putrescina foi identificada em grande concentragdo somente em PD. Estes resultados
demonstram que PD apresentam alteragdes no metabolismo de compostos nitrogenados,
provavelmente em resposta a mudangas na interagdo dos processos de absorcao,

assimilagdo e redistribuirdo do nitrogénio.
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3.2. INTRODUCAO

A Clorose variegada do citros (CVC) ¢ uma das mais importantes doengas da
citricultura mundial, responsavel por causar prejuizos consideraveis a producao de frutos
em variedades comerciais de laranja doce. O agente causal da CVC foi identificado como
sendo Xylella fastidiosa (Xf), bactéria pertencente ao grupo denominado de “Xylem-limited
bacteria”, as quais colonizam e se desenvolvem nas células do xilema. Bactérias com essa
caracteristica nutrem-se provavelmente de compostos inorganicos e organicos presentes na
seiva do xilema.

Apds a infeccdo do xilema a bactéria produz exopolissacarideos formando
agregados, denominados de biofilme, o que resulta na obstrugdo dos vasos do xilema, fato
que esta relacionado com a maioria dos sintomas apresentados por plantas com CVC.

O mecanismo de patogenecidade de Xf ainda ndo ¢ totalmente conhecido,
estimulando diferentes estudos fisiologicos, bioquimicos e moleculares.

A grande maioria dos estudos sobre a nutri¢do da Xf ¢ realizada in vitro e por isso
ndo demostram a real interagdo existente entre a bactéria € o meio o qual esta coloniza e se
multiplica, o xilema.

Existem poucos trabalhos sobre a composi¢do da seiva do xilema em citros. Dos
poucos existentes, a maioria mostra que os principais aminoacidos presentes na seiva do
xilema de citros sdo arginina, asparagina e glutamina (Culiafiez et al., 1981), sendo os dois
primeiros encontrados principalmente na seiva de orgdos em desenvolvimento. Esses
aminoacidos, junto com o ion NO3, sdo apontados como as principais formas de compostos
nitrogenados transportados pelas planta. A concentragdo de aminoacidos livres na seiva do

xilema se mostra bastante variavel ao longo das diferentes épocas do ano (Ramamurthy &
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Ludders, 1982 a; Tadeo et al., 1984). Outro fator que altera a composi¢ao de aminoacidos ¢
a ocorréncia de estresses bidticos e abioticos.

A mudanc¢a na composi¢do de aminoacidos bem como na concentragdo de NO'; na
seiva do xilema e nas folhas, pode ser o reflexo de alteragdes nas atividades das enzimas do
metabolismo do nitrogénio.

Nao foram realizados até o presente momento trabalhos de avaliagdo da atividade da
RN em plantas com CVC. Essa enzima ¢ responsavel pela redu¢do do NO3 a NO>,
primeira fase do processo de redugdo deste ion até NH'y, a qual é a tnica forma de
nitrogénio assimilada por plantas, mas como ¢ altamente toxica, ¢ rapidamente incorporada
em nitrogénio organico, pela via GS/GOGAT.

A enzima Glutamina Sintetase (GS) cataliza a formagao de glutamina por meio da
aminagdo do glutamato, tendo como substratos a-cetoglutarato ¢ NH',, as glutaminas
sintetizadas sdo inicialmente distribuidas por reagdes de transaminagdo, originando outros
aminodcidos. Estudos bioquimicos e moleculares revelaram a existéncia de multiplas
isoformas para a enzima GS, sendo cada isoenzima regulada de forma diferentes.

Da mesma forma que muito pouco se sabe sobre aminoacidos em citrus, infectadas
ou ndo por CVC, muito pouco se sabe sobre as proteinas do xilema dessas plantas ou

mesmo sobre o nivel de proteinas nas folhas.
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3.3. OBJETIVOS

Os principais objetivos desse capitulo foram:

a) Estudar a dindmica de compostos nitrogenados, conhecidos por apresentarem alteragdes
em respostas a diferentes tipos de stress bidtico e abidtico, bem como a atividade das
principais enzimas do metabolismo do nitrogénio;

b) Identificacdo das proteinas presente na seiva do xilema de plantas com CVC;
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3.4. MATERIAIS E METODOS

3.4.1. Material Vegetal

Para a extragdo da seiva do xilema e coleta das amostras de folhas e peciolos, foram
utilizadas plantas de laranjeira péra com aproximadamente 5 anos de idade, as quais aos 16
meses foram enxertadas sobre limoeiro cravo. A formagdo de plantas doentes foi por
inoculagdo por encostia em plantas doentes (Medina, 2002). A encostia foi realizada no
tronco, logo abaixo dos ramos principais da copa e as plantas mantidas em casa de vegetagao,
com telado a prova de infestagdo de cigarrinhas, no Centro Avangado de Pesquisa Tecnologica
do Agronegocio de Citros ‘Silvio Moreira’, Instituto Agronémico, Cordeirdpolis, SP. Foram
feitas adubagdes e irrigagdes de acordo com as recomedagdes para citros. As plantas usadas

neste estudo foram as mesmas utilizadas por Medina (2002).

3.4.2. Obtencio da seiva do xilema

A seiva foi coletada da parte apical de ramos de plantas sadias (PS) e plantas doentes
(PD). Devido a grande obstrugdo dos vasos do xilema nas PD, optou-se pelo uso de uma
camara de pressao (bomba de Scholander), conforme utilizado por Gould ef al., (1991) para
“phony peach disease” (Figura). Sendo o rendimento de seiva muito pequeno nas PD, ramos
apicais contendo 3 a 5 folhas totalmente expandidas foram coletados de varias plantas e as
seivas misturadas aleatoriamente e na seqiiéncia separadas em 5 repeticdes. As coletas foram
feitas na parte da manha (8-10h), quando a tensdo nos vasos do xilema nao ¢ tdo alta e
ainda existe certa transpiracdo nas PD (Medina, 2002). Os ramos foram cortados com
auxilio de bisturi e imediatamente montados na camara de pressdao. Em seguida, o local de

corte foi lavado abundantemente com agua destilada, rapidamente seco com papel de filtro,
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e a pressdo entdo liberada na camara. Nas PS a saida da seiva era abundante mesmo em
baixas pressoes (3 a 5) bars, enquanto nas PD a retirada sé era possivel em pressodes entre
15 e 20 bars. As amostras de seivas foram mantidas em gelo durante a coleta e depois
centrifugadas a 3000g ou ndo para eliminagdo das bactérias presentes. O sobrenadante
coletado foi armazenado em freezer -80°C.
3.4.3. Confirmacio da infeccio por Xyllela fastidiosa (Xf)

A confirmagdo da infeccdo foi feita por meio de reacdes PCR (Pooler & Hartung
1995). Inicialmente tentou-se usar a seiva diluida diretamente nas reagdes de PCR, mas sem
sucesso, provavelmente devido a presenga de inibidores de Taq polimerase. Assim, a seiva foi
purificada usando a matrix InstaGene Matrix da BioRad (cat no.732-6030), (H.D. Coleta
Filho, do Centro de Citricultura do IAC, comunicagao pessoal)
1 — Adicionar a matrix (1:1, v/v) na seiva e incubar por volta de 20 min a 56°C
2. Vortex em alta velocidade por 10 segundos e incubar 100°C durante 8 min
3. Vortex em alta velocidade por 10 segundos e centrifugar a 12000 rpm por 3 min
4. Usar 20 pl da fase superior para a reagao de PCR.

Abaixo sao indicados os componentes da reagao ¢ as condi¢des do PCR para
detecgdo da presenca de Xf, utilizando-se o par de primers CVCl1 e 272-2 (Pooler and

Hartung, 1995) e o par RSTs; € 272 WT (desenhados pelo Centro de Citricultura do IAC):

H20 (q.s.p.) 25,0 pl

Tampao 10X 2,5 ul

Mg ++ 2,5mM

DNTP 0.25 mM de cada
Primers (12,5 - 18,0 ng) 0,5 ul de cada primer
Taq polimerase 1 unidade

Seiva purificada 20ul

Ciclagem

1-94°C -3 min

2-94°C -1 min
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3-60°C - 1 min

4-72°C - 1,5 min (30x etapa 2 até 4)

5-72°C - 5 min

3.4.4. Atividade da glutamina sintetase (GS)

1. Aproximadamente 1 g de folha fo macerado com N, liquido, adicionando-se 100
mg de PVPP, com posterior adi¢do de 5 ml de tampao fosfato 0,1M, pH 7.5,
contendo, 0,5 mM de MgCl,.6H,O, 10 mM EDTA, 1mM de DTT, 0,4 mM de
PMSF, a 4°C. A suspensdo foi centrifugada a 16000g por 20 min a 4°C, sendo o

precipitado descartado. A atividade biossintética da GS foi medida na presenca de

NH,OH, como descrito por O'Neil & Joy (1974).

3.4.5. Atividade in vivo da Redutase do Nitrato (RN)

A atividade da RN foi determinada pelo método descrito por Carelli et al., (1990).
Discos foliares foram coletados e infiltrados a vacuo por 2 min, com 5 ml do meio de
reacdo (100 mM tampao fosfato, pH 7,5, 25mM KNO3, 1% de isopropanol) Os discos
infiltrados foram incubados a 35°C por 30 min em auséncia de luz e com agitagdo
ocasional. A atividade da enzima foi medida pela quantidade de NO, formada durante o
periodo de incubagdo e liberada dos discos foliares para o meio apdés 5 min de fervura.
Aliquotas de 2ml foram misturadas em 1:1 com 1% sulfanilamida em HCI 2,4M:0,02% N-

1-naphtyl-etilenoamina, sendo a absorbancia medida em 540 nm.

3.4.6 Quantifica¢io de NO;, NH"4, aminoacidos, proteinas soltiveis totais e poliaminas
Nos mesmos extratos utilizados para a quantificagdo da atividade enzimatica da GS

. \ ~ , ’ . . - +
foram determinadas as concentracdes de proteinas soluveis totais, NO3, NH4 e
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aminoacidos de acordo com os métodos de Bradford (1976), Cataldo et al., (1975), Sodek &
Lea (1993), Cocking & Yemm (1954), respectivamente. A dosagem dessas substancias na
seiva foi feita diretamente com o material coletado, apos centrifugagdo para eliminagdo de
bactérias. A determina¢do individual de cada aminoacido, tanto nas amostras de seiva como
nos extratos de folhas, foi feita pela derivagdo com o-phtalaldehyde e analise em HPLC
com deteccdo fluorimétrica (Jarret et al., 1986). Para quantificagdo de prolina na seiva do
xilema foi feita a derivacdo utilizando-se o AccQ-Fluor Reagent Kit (Waters)e posterior
analise em HPLC. Nas folhas a concentracdo desse aminoacido foi determinada pela reacao
com ninhidrina em meio acido (Ringel et al., 2003). A identificacdo das poliaminas foi

realizada por HPLC de acordo com o método descrito por Hanfrey et al., (2002).

3.4.7. Determinacio da atividade de proteases

O método utilizado para determinar a atividade de proteases foi uma variacao de Jones
et al., (1998), utilizando-se azocaseina ao invés de azogelatina. Nas folhas foi feita extracao
em tampao TRIS-HCI pH 7,5. Em Eppendorf adicionou-se 50 pl do extrato de folhas ou de
seiva, 450 pul de 25 mM TRIS-HCI pH 7,5, e apds 10 min de pré-incubagio a 40°C, 200 pl de
azocaseina 1%. A mistura foi incubada por 6 horas, quando recuperou-se 350 pl dos tubos e
a este volume adicionou-se 150 pl de TCA 10%. Apos 20 min na temperatura ambiente, o

precipitado formado foi eliminado por centrifugacao e o sobrenadante lido em 440 nm.

3.4.8 Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas na seiva do xilema
Preparagdo das amostras de seiva do xilema para eletroforese bidimensional: Amostras de
seiva de plantas sadias e doentes de citrus foram obtidas como descrito no item 3.4.2.

Foram adicionados aproximadamente 500 pl de solugdo precipitante (1% acido acético,
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50% etanol, 50% acetona) gelada a 500 pl de seiva obtido diretamente dos ramos de
plantas sadias e doentes. Esta amostra foi mantida em repouso no gelo por 30 min ou
“overnight” a —20°C. Apds o periodo de precipitagdo, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi solubilizado em
tampao de lise (1% SDS, 5 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8.8 , 2 mM PMSF , 100 mM
DTT e 1:50 coquetel inibidor de proteases) suficiente para a obtencdo de uma amostra

protéica de concentragdo aproximada de 15 pg/ul.

Eletroforese Bidimensional (2D): A eletroforese bidimensional permite separar as proteinas
de uma amostra devido ao ponto isoelétrico ¢ a massa molecular.

Para separacao das proteinas pelo ponto isoelétrico (primeira dimensao) as amostras
de seiva precipitada foram solubilizadas no tampdo SB1D (8 M uréia, 4% CHAPS, 70 mM
DTT, 2% anfolitos, 0.001% azul de bromo fenol) completando o volume para 350 pl. As
amostras foram entdo centrifugadas a 10000 rpm por 2 min e o sobrenadante foi utilizado
na eletroforese por ponto isoelétrico (IEF).

Foram feitas IEF de amostras protéicas utilizando-se géis de poliacrilamida
desidratados pré-feitos ou “strips” (Amersham Biosciences) com faixas de gradiente fixo de
pH 3-10NL utilizando-se o aparato IPGphor (Amershan Bio Science). A concentragdo de
anfolito ¢ variavel de acordo com a quantidade de proteina aplicada e da faixa de gradiente
de pH compreendida no gel para a primeira dimensdo. Os parametros elétricos para esta
corrida diferenciaram-se de acordo com a faixa de pH analisada, sendo que para o uso dos
géis pH 3 a 10 NL foi utilizado o seguinte parametro: rehidratacdo por 12 h, 500 V durante
1 h, 3500 V durante 1 h e 8000V, até acumularem-se 70 kVh totais de corrida. Os géis

ficaram sob refrigeracao constante de 20°C e amperagem maxima de 50 pA por gel. Apds
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a IEF as “strips” foram armazenadas a —80°C para uso posterior na separa¢cdo na segunda

dimensao.

Incubagdo das “strips”: Para a separagdo das proteinas de acordo com suas respectivas
massas moleculares ¢ necessario que as mesmas sejam incubadas em tampoes cujo reagente
principal ¢ o detergente sodio dodecil sulfato (SDS), que atuard solvatando as moléculas
protéicas, atribuindo carga total negativa. Neste passo as “strips” provenientes da IEF
foram incubadas no tampao 1 (uréia, SDS, glicerol, H20, Tris-HCI1 pH 8.8, DTT) por 8
min, e no tampao 2 (uréia, SDS, glicerol, H20, iodoacetamida, Tris-HCI pH 8.8) por 12
min. Apos este periodo foram adicionados 200 ul de tampao Tris-HCl pH 6.8 em cada
“strip”, que permaneceu mais 2 min nesta condi¢do. Subseqiientemente a este passo, as

“strips” foram submetidas a segunda dimensao da 2D.

SDS PAGE — 2“ Dimensdo: Na segunda dimensdo da 2D ha a separacdo das proteinas de
acordo com a massa molecular apresentada por cada molécula protéica. Neste passo foram
confeccionados géis de poliacrilamida de concentragdao de 12,5% (30 acrilamida : 0.8 bis),
0,04% PSA, 0,05% TEMED, 0.37M Tris-HCI pH 8.8) de dimensdes 15 cm x 16 cm x 1,5
mm, o0s quais serviram de matriz para a separagdo das proteinas contidas nas “strips”
provenientes da 1* dimensdo (IEF) da 2D. Sobre os géis da 2* dimensao foram colocados
aproximadamente 2 ml de agarose 0.5% aquecida a 70°C e sobre ela a “strip” proveniente
da incubag@o com tampao contendo SDS.

As corridas foram realizadas no aparato para eletroforese modelo SE-600 (Hoefer)
sob refrigeracdo constante de 20°C e com uso de tampao de corrida (72.10 g glicina, 5 g

SDS, 15.15 g Tris, H20 q.s.p. 1 litro).
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Detec¢do das proteinas em gel de poliacrilamida: Para a deteccdo das proteinas os géis
foram lavados com agua mili Q por 5 min apds o término da 2D e colocados diretamente
numa solugao corante (40% metanol, 10% acido acético, 0.2% Comassie Brilliant Blue) por
1 h e, posteriormente, foram descorados com trocas sucessivas de descorante (40%

metanol, 10% &cido acético).

Identificag¢do das proteinas: As proteinas separadas nos géis 2D foram recortadas do gel e
os peptideos obtidos seguindo o protocolo de digestdao In-gel de proteinas (Smolka, 2003).
Os peptideos foram previamente purificados em colunas ZipTip C18 (Millipore) e na

seqiiéncia analisados em espectrometro de massa modelo Q-ToF (Applied Biosystems).
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3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1. Confirmacio da infeccio com Xf

Uma vez que o rendimento na extragao de seiva em plantas doentes ¢ muito menor do
que nas plantas sadias, foi necessario fazer amostras compostas de seivas de varias plantas
doentes. Foram realizadas reagdes de PCR para os varios tubos de seiva coletados (5
repeti¢des para cada tipo - PS, PD) para confirmacdo da infeccdo. Pela figura 1 pode-se

observar que todos os frascos de PS ndao mostraram bandas, ocorrendo o contrario com PD.

C PS PD

X T T

—

b

Figura 1. Reacdes de PCR realizadas com primers
especificos para identificagdo de Xf: C) controle; PS)
Planta sadia; PD) Plantas com CVC.

3.5.2. Concentracio de compostos nitrogenados na seiva do xilema

O sintoma mais marcante em plantas de citros com CVC ¢ o déficit hidrico. Nessa
condi¢do a concentragdo de ions e compostos organicos nitrogenados na seiva do xilema e
folhas podem ser alteradas.

As principais formas de absor¢do do nitrogénio em plantas sio NO'3 e NH *4, sendo
a dinamica do N um dos fatores que mais limitam o crescimento e desenvolvimento das

plantas. Por isso ¢ muito importante que se conheca alteragdes no metabolismo dessas
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formas de N em plantas submetidas a diferentes tipos de estresses bioticos e abidticos. Pelo
exposto, a principio parece plausivel fazer um paralelo entre alteragdes no metabolismo do
nitrogénio em plantas com CVC com relatos encontrados na literatura de plantas crescidas
em condigdes de baixos potenciais hidricos.

A quantificacdo da concentragdo do NO’3 em PS e PD mostraram que esse ion tem
uma tendéncia a se acumular tanto na folhas como na seiva do xilema das PD (figuras 2A e
2B). Em contrapartida, nos diferentes métodos empregados nio detectamos NH'; em
nenhuma das fracdes analisadas em PS e PD. A maior concentracdo de NO’; encontrada
tanto na seiva do xilema como nas folhas de plantas com CVC e, a auséncia de NH *, pode
ter ocorrido em conseqiiéncia da redugdo do metabolismo desse ion na raiz, uma vez que
para a completa assimilagio é necessaria a reducdo até NH 4, o qual é extremamente toxico
nao sendo transportado pela seiva do xilema.

O transporte de NO'; das raizes pela seiva para outras partes das plantas depende da
concentracdo do ion no meio e da demanda da parte aérea, processo o qual ¢ altamente
regulado por feedback pelos compostos nitrogenados, como aminodcidos principalmente
glutamina (Gojon et al., 1998). Dessa forma o aumento na concentracdo de nitrato em
funcao da infec¢do por Xf pode ser reflexo de alteracdes na complexa interagdo existente

entre absor¢do, transporte e assimilacao deste ion em composto organico.
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CVC.
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3.5.3. Atividade das enzimas Redutase do Nitrato e Glutamina Sintetase
Embora a maior concentracdo de NO’3 em plantas com CVC sugerisse maior
atividade da Redutase do Nitrato (RN), o resultado da atividade dessa enzima nao foi

significativamente diferente entre PS e PD (figura 3A).
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Figura 3. Atividade da redutase do nitrato (A) e glutamina sintetase (B) em
discos de folhas sadias (PS) e plantas doentes (PD).
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Para explicar este dado € necessario o melhor entendimento da regulagdo dessa
enzima, assunto que tem sido intensamente estudado devido a sua importancia no
metabolismo de plantas. A regulacdo da RN ocorre inicialmente por efetivo controle da
expressdo génica, o que determina os niveis da proteina, e na seqiiéncia a atividade
enzimatica da proteina ¢ rapidamente modificada por mecanismos reversiveis de
fosforilagao (Kaiser et al., 1999). Essa particularidade parece ser uma forma de aumentar a
sensibilidade da RN aos estimulos celulares e do ambiente. Dentre os principais fatores
envolvidos na regulagdo da RN estdo a concentracdo do NOs, luz e concentragdo de CO..
Por isso a atividade da enzima apresenta variagdo ao longo do dia, sendo a maioria dos
trabalhos relacionados com essa enzima em fun¢do de se conhecer a variacdo de atividade
em um determinado periodo, o que nao foi a intengdo do nosso trabalho. Apenas
investigamos o comportamento da RN em um determinado ponto para saber a resposta da
enzima em decorréncia da infecgdo por Xf. Como a transcricdo do gene de RN e ativacao
da enzima ¢ dependente de luz (Vincentz et al., 1993; Huber et al., 1994) as coletas das
amostras de folhas foram realizadas as 9 horas da manhd o que garantiu um periodo de
exposic¢ao a luz.

Muito provavelmente a atividade da RN nao foi alterada em fungdo de um conjunto
de outros fatores que nao foram investigados em nosso trabalho, mas sobre os quais
podemos fazer algumas inferéncias. Em geral os sintomas de deficiéncia hidrica em plantas
com CVC tém sido acompanhados de alteracdes nas trocas gasosas (Medina et al., 2000;
Gomes et al.,, 2003) e isto ocorre em funcdo do fluxo de CO, e de vapor agua serem
condicionados a densidade de fluxo fotossintético de fotons (PPFD), déficit de pressao de
vapor (VPD) e abertura estomatica (Germana & Sardo, 1996), os quais sdo dependentes da

hidratacao dos tecidos. Gomes et al., (2003) avaliaram as trocas gasosas em plantas sadias e
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com CVC ap6s 20 e 26 meses da inoculagao da bactéria e demonstraram que a assimilacao
de CO; ¢ reduzida em PD, principalmente nas primeiras horas da manha e ao meio dia.
Uma vez que a concentracao de CO, atua regulando a atividade da RN, podemos levantar a
hipotese que a atividade da enzima ndo respondeu positivamente a maior concentragdo de
NO; em fungdo de uma provavel diminui¢do na assimilagdo de CO,, com conseqiiente
efeito no mecanismo de fosforilagdo, uma vez que tem sido demonstrado que o controle do
CO; ocorre no nivel pos-transcricional. Pesquisas com plantas transgénicas de Nicotiana
plumbaginifolia, com alteragdes nas regides responsaveis pelo controle transcricional e pos-
trancricional da RN, demonstraram que o CO, atua no controle da atividade da enzima e
ndo na expressdo, uma vez que a RN manteve a atividade catalitica nas plantas com a
regido pos-trancricional alterada quando mantidas em atmosfera livre de CO,, enquanto nas
plantas que a seqiiéncia foi conservada a redu¢@o na atividade foi reduzida a 60% (Lejay et
al., 1997).

Outra questdo a ser considerar na atividade da RN diz respeito ao fato de plantas
sensiveis ao estresse salino acumularem grandes quantidades de Na e Cl nas folhas, o que
também tem sido relacionado com redugdes significativas na atividade catalitica da enzima
(Abd-el Baki et al., 2000). Plantas com CVC apresentaram consideravel acimulo de Na nas
folhas e peciolos (ver Capitulo II), o que pode ter contribuido para evitar o aumento da
atividade da RN em resposta ao acumulo de NO;.

De outra maneira, a atividade total GS, responsavel pela assimilagdo do nitrogénio
inorganico em aminoacidos, foi significativamente maior nos extratos de PD, quando
comparada com a atividade em PS (figura. 2B). Uma vez que a redu¢do do NO’; ndo
acompanhou o aumento de concentragao nestas plantas, podemos considerar que o aumento

da atividade da GS ocorreu em fungio da reassimilagio de NH *4 formado em outros
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processos, como fotorrespiragdo ou produto da hidrolise de proteinas, sendo este ultimo
considerado um importante mecanismo de reaproveitamento de nitrogénio em plantas.
Estudos bioquimicos e moleculares revelaram a existéncia de multiplas isoformas
para a enzima GS, sendo cada isoenzima regulada de forma diferente. A isoforma
designada GS1 ¢ encontrada no citossol, enquanto GS2 esta presente nos cloroplatos e
outros plastideos (MacNally et al., 1983). A proporg¢ao relativa das isoformas citossolica e
cloroplastidica ¢ influenciada por diferentes fatores ambientais. Através do uso de mutantes
ficou evidente que GS2 é responsavel pela assimilacdo de NH'4 resultante da reducio do
NO’; ou da fotorrespiracdo (Blackwell et al, 1990), enquanto GS1 responde pela
reassimilagio de NH'4 resultante da degradagdo de proteinas, o que ocorre durante a
senescéncia dos tecidos (Sakakibara et al., 1992). Uma vez que as folhas com CVC
apresentam clorose generalizada, sintoma caracteristico de redistribui¢ao de N, podemos
sugerir que o aumento da atividade total da GS possa ser devido ao aumento da atividade da

isoforma citossoélica.

3.5.4. Concentracio de aminoacidos e proteinas soltveis e atividade de proteases

Os resultados da quantificacdo de aminoéacidos totais e proteinas soliveis na seiva
do xilema e folhas de PS e PD (figura 4) confirmam que alteracdes principalmente na
reducdo e assimilacdo do nitrogénio nas PD refletem no conteudo de compostos

nitrogenados.
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Figura 4. Anélise de aminoécidos e proteinas na seiva do xilema e folhas de
plantas de citros sadias (PS) e com CVC (PD): A) concentracdo de
aminoacidos na seiva do xilema; B) concentragdo de aminoacidos no extrato de
folhas; C) concentragdo de proteinas na seiva do xilema; D) concentragdo de
proteinas nas folhas.
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A concentragdo de aminoacidos soluveis totais na seiva do xilema foi maior nas PD
(Figura 4A), porém as folhas dessas plantas apresentaram redugdo na concentragdo desses
compostos em comparagdo com os valores encontrados em PS (Figura 4B). Ja a
concentracdo de proteinas soliveis totais foi menor tanto na seiva do xilema como nas
folhas de PD. Os aminoacidos fazem parte das conhecidas substancias caracterizadas como
“solutos compativeis”, as quais apresentam aumento na concentragdo em decorréncia do
ajuste osmotico desenvolvido por plantas quando submetidas a condigdes de baixos
potenciais hidricos ou stress salino (Baker et al., 2000).

A expressiva reducdo na concentracao dos aminoacidos das folhas de plantas com
CVC, apresentando aparentes sintomas de deficiéncia hidrica, indica que ao contrario do
que se tem observado em condi¢des naturais de baixos potenciais hidricos, estas nao
desenvolveram mecanismo de ajuste osmotico pelo aumento da concentragdo dessas
substancias nas folhas, e provavelmente a maior concentracdo desses compostos na seiva
do xilema ocorreu em fungdo de alteragdes nas atividades das enzimas envolvidas nos
processos de reducdo e assimilagdo do nitrogénio na parte aérea.

Outra explicagdo para o aumento na concentragdo de aminoacidos na seiva do
xilema de plantas doentes ¢ o fato de que plantas infectadas por Xf apresentaram maior

atividade de proteases na seiva do xilema e nos extratos de folhas (figura 5).
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Figura 5. Analise da atividade de proteases em plantas de citros sadias (PS) e com
CVC (PD): A) atividade de proteases no extrato de folhas; B) Atividade de proteases
na seiva do xilema.

No sequenciamento do genoma de Xf foram encontradas seqiiéncias de genes que
codificam para proteases (Simpson et al., 2000), e estudos baseados no proteoma (Smolka
et al., 2002) confirmaram a presenga de uma Zn-protease e duas serino-proteases em
células cultivadas in vitro. Sugeriu-se que possivelmente estas enzimas sejam importantes
em termos nutricionais (digestdo de proteinas da parede celular e aproveitamento dos
residuos pela bactéria), assim como para degradagao dos poros dos traqueideos, facilitando
a contaminacdo de outros tecidos das plantas. Os dados de atividade aqui apresentados
mostram que as proteases sdo expressas no xilema in vivo, e que provavelmente
contribuiram para a maior concentragdo de aminoacidos na seiva de plantas sadias. As duas
explicagdes para a maior concentragdo dessas substancias ndo se anulam ¢ podem estar

ocorrendo simultaneamente.
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Na figura 6 sdao mostrados os géis de eletroforese bidimensional das proteinas
presentes na seiva do xilema de PS e PD, respectivamente. As figuras 6 A ¢ 6B monstram
géis corados com prata e as figuras 6C e 6D géis corados com comassie blue que foram
usados para obter as proteinas uasdas no sequenciamento. Nenhumas das proteinas
seqiienciadas mostraram similaridades com proteinas de Xf. A proteina identificada como
spot D1 ndo pode ser sequenciada, enquanto D2 e D3 apresentaram grande homologia com
quitinases (dados nao mostrados), enzimas responsaveis pela degradacao da parede celular
de fungos. Uma vez que quitinases podem ser induzidas por varios tipos de estresses, a
presenca destas proteinas na seiva de PD pode ndo estar associada a presenca da bactéria,

uma vez que essa ndo apresenta quitina.
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Figura 6. Gel de eletroforese bidimensional das proteinas encontradas na seiva do xilema de plantas
sadias (PS) e infectadas com Xylella fastidiosa (PD): A) Gel de proteinas presentes na seiva do
xilema de PS, corado com prata; B) Gel de proteinas presente na seiva do xilema de PD, corado com
prata; C) Gel de proteinas presentes na seiva do xilema de PS, corado com comassie blue; d) Gel de
proteinas presente na seiva do xilema de PD, corado com comassie blue. As setas estdo indicando os

sposts escolhidos para o sequenciamento.
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Os fragmentos gerados a partir do spot D4 apresentaram similaridade com
thaumatinas (Dados ndao mostrados), proteinas que a pertencem a familia PRS
(Pathogenesis Related Proteins) e que apresentam como caracteristica a alta glicosilagao.
Além de estarem associadas com patogenicidade, thaumatinas também tem sido associada a
senescéncia (Sassa et al., 2002). Alguns trabalhos t€ém obtido evidéncias de que proteinas
de plantas com similaridade para thaumatina tém capacidade a se ligarem a-1,3-glucanos, o
que lhes conferiria atividade anti-fungica (Trudel et al., 1998; Eulgem et al., 2004).

Portanto, as diferencas qualitativas observadas entre as proteinas da seiva de PD e
PS refletem o estresse geral causado pela infec¢do com Xf, ndo colaborando no
esclarecimento da participagdao de proteases nesse processo. Entretanto, podemos observar
na fotografia do gel das proteinas presente na seiva de PD a presenga de um grande nimero
de proteinas de baixa massa molecular, o que de certa forma ¢ concordante com os
resultados de maior atividade de proteases € maior contetido de aminodcidos observados em
PD.

Analises em HPLC da seiva do xilema (figura 7) ndo revelaram diferengas de
aminoacidos entre PS e PD, sendo identificados, principalmente, acido aspartico (ASP),
acido glutdmico (GLU), asparagina (ASN), serina (SER), glutamina (GLN), arginina
(ARG), porém houve diferencgas nas concentracdes principalmente de ASN e ARG.

A concentragdo de ASN caiu de 40,3 % na seiva de PS para 25,7% na seiva de PD.
Da mesma forma, GLN apresentou pequena redugdo na seiva de PD, de 18,5% contra
23,25% na seiva de PS. Mas a principal diferenga foi em relacdo a concentracdo de ARG,
que ao contrario dos outros dois aminoacidos foi encontrada na concentragao de 12,64% na
seiva de PD, enquanto apenas tragos (1%) foram detectados na seiva de PS. Em folhas, a

maior diferenga encontrada foi na concentragdo dos aminoacidos GLN e ARG. Enquanto
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ARG teve sua concentragdo maior em PD como o verificado na seiva do xilema, a
concentracao de GLN foi fortemente reduzida nessas plantas.

Grande quantidade de prolina foi quantificada nos extratos de folhas (figura 7C) e,
apesar da concentracdo ter sido um pouco maior nas plantas com CVC, a infec¢do por Xf

ndo alterou de forma significativa a concentragdo deste aminoacido.
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Figura 7. Analise dos aminoacidos presentes na seiva do xilema e folhas de
plantas de citros com CVC: A) Separagdo, identificacdo e quantificacdo dos
amonoacidos encontrados no extrato de folhas. B) Principais aminoacidos
separados e quantificados na seiva do xilema; C) Concentragdo do aminoacido
prolina em folhas.
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Os poucos trabalhos sobre a composicao de aminodcidos da seiva do xilema em
citros mostram que os principais aminoacidos presentes sio ARG, ASN e GLN, tal qual os
resultados encontrados em nossas analises. Estes trabalhos também relatam que a
composi¢do de aminoacidos livres na seiva ¢ influenciada pela ocorréncia de diferentes
fatores, como, por exemplo, estresses bidticos, época do ano e hora do dia em que sao feitas
as coletas (Culianez et al., 1981; Ramamurthy & Ludders, 1982 a; Tadeo et al., 1984). Em
investigacao para se conhecer a composi¢ao de aminoacidos em Punus persica infectadas
com Xf, Gould ef al., (1991) ndo conseguiram estabelecer uma correlagdo entre a presenga
da bactéria e as alteragdes na composi¢do destas substancias. Como o objetivo do trabalho
foi tentar relacionar a infeccdo pela bactéria e o desenvolvimento dos sintomas de
deficiéncia hidrica das plantas com CVC com as alteragdes na composi¢do de aminoécidos,
¢ interessante ressaltar a maior concentragdo de ARG encontrada na seiva do xilema e no
extrato de folhas com CVC, uma vez que a concentracao desse aminoacido foi alta também
no extrato de folhas de laranjeiras com CVC em estadios iniciais submetidas a déficit
hidrico (Medina, 2000). Este autor atribuiu o aumento na concentragdo des ARG a reducao
do contetido de dgua e ndo a presencga da bactéria. ARG e PRO sdo oriundos a partir do
GLU por intermedidrios acetilados, os quais sao comuns as vias de biossintese desses dois
aminodcidos, o que parece ser um mecanismo de regulacdo para evitar a competi¢do entre a

biossintese desses dois aminoacidos (Thompson, 1980)

3.5.5. Quantificaciio de poliaminas
O aumento de prolina nas plantas com CVC ndo foi tdo expressivo como 0s
observados em outras plantas sob diferentes tipos de estresse. Pode-se especular que

provavelmente isto possa ter acontecido em fun¢do do fato da infec¢do por Xf de alguma
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forma alterar a biossintese de aminoacidos, favorecendo a formacao de ARG. ARG pode
ser convertida em poliaminas que sdo, pequenas moléculas carregadas positivamente e que
por esta razao podem ser encontradas nas forma livre ou conjugadas com outras moléculas
(Martin-Tanguy, 1997). As principais poliaminas sintetizadas em plantas sdo putrescina,
espermina, espermidina, sendo a primeira sintetizada diretamente a partir da ARG, por agao
da enzima arginina descarboxilase. ARG ¢ precursora de espermina e espermidina.
Diversos trabalhos t€ém mostrado que o metabolismo dessas substancias ¢ alterado em
resposta a diferentes tipos de estresse (Walters, 2003). Anélises em HPLC revelaram que
plantas com CVC contém alta concentragdo da poliamina putrescina no extrato de peciolos

e folhas, como pode ser verificado na figura 8.
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Figura 8. Perfil cromatografico da poliamina putrescina em plantas sadias (PS) e plantas doentes (PD): A) Padrao de putrescina;
B) Peciolo sadio; C) Peciolo doente; D) Folha sadia; E) Folha doente.
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O pico correspondente ao padrdo de putrescina foi detectado de forma bastante
expressiva nos peciolos de folhas de PD, estando ausente nos extratos de PS. Uma pergunta
¢ se 0 aumento na concentragdo de putrecina ¢ uma resposta direta a infec¢ao pela bactéria
ou ocorre em fungdo do estresse hidrico decorrente do bloqueio dos vasos do xilema, pois
existem relatos mostrando que o aumento na sintese dessas substancias pode ser promovido
tanto por estresses abidticos como em resposta a infec¢do por patogenos. Nas duas
condigdes, apesar da mudanga nos niveis de poliaminas serem evidenciadas, as razoes
fisiologicas ndo sdo bem compreendidas. Liu et al., (2000) sugeriram uma hipdtese que
explica apenas o aumento dessas substancias em estresses, uma vez que estes autores
mostraram que putrescina, espermina e espermidina controlam a abertura e o fechamento
dos estomatos de Vicia faba, atuando diretamente nos canais de K" das células guarda. Em
relacdo a funcdo das poliaminas na complexa interagdo entre plantas e patdogenos, existem
explicagdes distintas para interagdes compativeis e incompativeis (Walters, 2003). No caso
de intera¢des compativeis, caracterizadas pela suscetibilidade do hospedeiro ao patogeno, a
participacdo das poliaminas ¢ ainda menos clara, sendo a maioria das pesquisas focadas no
aumento dos niveis dessas substancias nas infeccdes de cereais por fungos (Walters, 1989).
Existem relatos diferentes no que diz respeito a alteragdes nas concentragdes dessas
substancias em infec¢des promovidas por fungos e virus. Plantas de nabo infectadas pelo
virus TYMV acumularam grandes quantidades de poliaminas (Torget et al., 1979). De
outra maneira, experimentos com plantas de tabaco infectadas por fungo, mostraram
reducdes no conteudo das poliaminas, principalmente de putrescina (Edreva, 1997), o que
foi considerada uma resposta nao especifica a infec¢do. Sendo assim, fica dificil explicar se
o acimulo de putrescina nos peciolos e folhas de plantas com CVC ocorre em resposta

direta a infec¢ao por Xf ou em conseqiiéncia dos sintomas de estresse hidrico ou até mesmo

52



em fungdo do actimulo de Na', uma vez que foi determinado grande aumento na
concentracdo desse elemento nos peciolos e folhas de plantas doentes (ver Capitulo II).
Entretanto podemos especular que este tipo de resposta possa ser em fun¢do da interagao de
todos esses fatores, uma vez que estudos sobre mecanismo de regulagdo da arginina
descarboxilase tém demonstrado que essa enzima pode ser codificada por multiplos genes
em algumas espécies, como por exemplo, membros da familia Brassicaceae (Galloway et
al., 1998), e que apresentam expressdao diferencial em respostas a diferentes tipos de

estresses (Mo & Pua, 2002).
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3.6. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que a infec¢ao por Xf promove alteragdes marcantes
nas atividades das enzimas de redugdo e assimilacdo do nitrogénio, com conseqiiéncias
também marcantes nas concentragdes € no perfil de compostos nitrogenados, como NO3,

aminoacidos, poliaminas e proteinas.
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4. CAPITULO 2 - NUTRICAO DE XYLELLA FASTIDIOSA E O METABOLISMO
DE ACUCARES, ACIDOS ORGANICOS E ALTERACOES NA PAREDE DAS

CELULAS DO XILEMA DE PLANTAS DE CITROS COM CVC
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4.1. RESUMO

Xyllela fastidiosa (Xf) faz parte do grupo de bactéria denominado de “Xylem-
limited bactéria”, as quais colonizam e se desenvolvem nas células do xilema. Até o
momento nao se conhece qual a fonte de carbono preferencialmente utilizada pela bactéria
para a manutenc¢do do crescimento, multiplicacdo celular, formacao do biofilme, e qual a
relacdo desses fatores com o processo de infec¢ao e patogenecidade desenvolvido por esta
bactéria.

Como grande parte dos estudos em relagao a nutricao da Xf sdo realizados in vitro,
estes podem ndo demonstrar a real interacao existente entre a bactéria e o meio o qual esta
coloniza e se multiplica, o xilema. Outra questdo de grande importancia ¢ o fato de Xf se
encontrar aderida a parede celular dos elementos de vasos do xilema. Com o objetivo de
encontrar respostas para estas questdes, comparamos a caracterizagdo dos componentes da
seiva do xilema de plantas sadias (PS) e plantas doentes (PD) em HPLC e investigamos,
por meio de microscopia confocal, possiveis alteragdes na parede celular das células que
compoem esse tecido. A seiva de PS além de apresentar maior concentragdo de agucares
soltuveis totais, quase duas vezes mais que a concentragdo encontrada na seiva de plantas
doentes, tem como principal agucar a glicose, seguida por sacarose, sendo encontrado
apenas tracos de frutose. A seiva de PD apresenta menor concentragdo de glicose,
acompanhada de frutose e glicose. Grande quantidade de dacido citrico também foi
observada nessas plantas. Baseados nesses resultados cultivamos a bactéria em meios com
diferentes fontes de carbono e verificamos que aqueles que permitiram maior crescimento
foram aqueles continham glicose (1 g/L) como fonte de carbono, sacarose combinada com
citrato nas concentragdes de 3g/LL de cada fonte de carbono, e citrato na concentragdo de 3

g/L, o que demonstra que a composi¢do quimica da seiva do xilema ¢ importante tanto
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para o processo de agregacdo como para a formacdo do biofilme. A infeccdo com Xf
também promoveu modificagdes nas paredes celulares dos peciolos. Verificamos por
imunocitoquimica em microscopio confocal utilizando os anticorpos JIM 5 e JIM 7,
diferengas entre PD e PS nos padrdes de esterificacdo da fragdo pectina, assim como
encontramos no fracionamento da parede celular, alteragdes na composi¢ao dos principais

carboidratos que constituem a fragcdo hemicelulose.
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4.2. INTRODUCAO

Sabe-se que a CVC reduz o estado energético das plantas por reduzir a taxa de
assimilagdo de CO; e conseqiiente reducdao na concentragdo de fotoassimilados (Gomes,
2001), porém ainda ndo esta claro como se ¢ a relagdo entre o mecanismo de infecgdo e de
sobrevivéncia da bactéria nesse processo.

Xyllela fastidiosa (Xf) faz parte do grupo de bactéria denominado de “xylem-limited
bacteria” (XLB), as quais colonizam e se desenvolvem nas células do xilema. E classificada
como aflagelada, fastidiosa e evolutivamente relacionada a Xanthomonas spp. As XLB tém
tendéncia a se acumular em células ou tecidos especificos como ¢ o caso de XF, que
apresenta maior concentracao nos peciolos e nervuras foliares (Purcell & Hopkins, 1996).
Bactérias com essas caracteristicas nutrem-se, provavelmente, dos solutos organicos e
inorganicos presentes na seiva, tais como, aminoacidos, &acidos organicos e ions
inorganicos.

Até o momento nao se conhece qual a fonte de carbono preferencialmente utilizada
pela bactéria para a manutengdo do crescimento, multiplicagdo celular, formagdo do
biofilme, e qual a relacdo desses fatores com o processo de infec¢do e patogenecidade
desenvolvido por esta bactéria. Porém, in vitro as células dessa bactéria apresentam
crescimento lento e sdo exigentes em nutrientes. Todos os isolados de Xf exigem meios
semidefinidos complexos e especializados para o seu crescimento.

Em trabalho realizado por Lemos et al., (2003) foram definidos 5 meios de cultura
para se estudar o crescimento de Xf. Dois meios foram definidos como os melhores, XDM?2
e XDM3. O primeiro possui serina (SER) e metionina (MET), para os quais a rota
biossintética ¢ inexistente em Xf, e asparagina (ASN) e glutamina (GLN), que sdo

abundantes em seiva do xilema de plantas. O meio XDM3 ¢ semelhante a0 XDM2, sendo
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que apenas substituiu-se ASN por acido aspartico (ASP). Xf possui em seu genoma a via
completa de degradacdo de ASP. O crescimento de Xf nos meios de cultura liquidos foi
medido pela densidade optica em 600nm e pela produg@o de proteina por volume de meio.
Notou-se que para todos os meios testados ndo havia crescimento sem a inclusdo de
glicose. Os autores destacaram a importancia da inclusdo de uma fonte de carbono, neste
caso, glicose, para o crescimento de Xf.

Por outro lado, Leite et al., (2004) basearam-se na composi¢do de aminoacidos
presentes na seiva do xilema de videira para a preparacao de dois meios de cultura para o
cultivo de Xf. Esses meios foram comparados com meios definidos baseados no genoma de
Xf. No que diz respeito a glicose como fonte de carbono, este trabalho conclui que essa
fonte de carbono nao parece ser essencial. Isto porque o meio CHARD2 ndo continha este
agucar e mesmo assim houve crescimento, ainda que menos intenso que o meio 3G10-R,
que continha glicose. Outra observacao foi que o meio CHARD?2 levou a maior formacao
de biofilme.

Trabalhando apenas com meio so6lido, Almeida et al., (2004) compararam o meio
XfD2 com outros meios, entre os quais fizeram parte os meios tradicionais PWG e PD3.
Esses autores observaram que o citrato, fonte de carbono fornecida no meio XfD2,
sustentou o crescimento bacteriano. Nesse trabalho o ion ferro foi fornecido na forma de
cloreto de hemina, e quando ausente nao foi verificado o crescimento de Xf.

Como grande parte dos estudos em rela¢do a nutri¢do da Xf sdo realizados in vitro,
estes podem ndo demonstrar a real interacao existente entre a bactéria e o meio o qual esta
coloniza e se multiplica, o xilema. Portanto, ¢ fundamental se conhecer possiveis alteragoes
no metabolismo de carbono em plantas com CVC bem como a fonte de carbono utilizada

pela bactéria para manutengao do seu crescimento e formagao do biofilme.
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A seiva do xilema ¢ constituida de diferentes substancias organicas e inorganicas, as
quais se encontram em grande parte na forma livre, ndo complexada em polimeros,
portanto, prontamente disponiveis para o metabolismo celular da bactéria. Desta forma,
acredita-se que o xilema provém um excelente ambiente nutricional para o crescimento da
bactéria. Mas a concentracdo desses nutrientes encontrados na seiva do xilema ¢ baixa, o
que sugere a especializagdo por parte da bactéria para melhor aproveitamento dessas
substancias, induzindo o aparecimento de sintomas de desbalango nutricional em plantas
doentes.

Outra questdo de grande importancia ¢ o fato de Xf encontrar-se aderida a parede
celular dos elementos de vasos do xilema. A parede celular é formada por polissacarideos
estruturalmente diferentes, que se arranjam de forma complexa. Entre as atividades
atribuidas a parede estdo o armazenamento de carboidratos e a liberagdo de moléculas
sinalizadoras.

Portanto, a caracterizagdo dos componentes da seiva do xilema e a investigag¢ao de
possiveis alteracdes na parede celular das células que compdem esse tecido, podem ajudar a
entender como ocorre a nutricdo da bactéria e o processo de colonizagdo no

desenvolvimento na doenga.
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4.3. OBJETIVOS

a) Comparar o metabolismo de carboidratos entre PS e PD, a partir da caracterizacao
quantitativa e qualitativa dos agucares soluvéis presentes na seiva, peciolos e caule;
b) Estudar a dinamica do ion ferro nessas plantas;

c) Investigar alteracdes na parede celular, por meio de microscopia confocal.
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4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1 Material vegetal

Para a extrac¢do da seiva do xilema e coleta das amostras de folhas e peciolos, foram
utilizadas plantas de laranjeira péra com aproximadamente 5 anos de idade, as quais aos 16
meses foram enxertadas sobre limoeiro cravo. A formagdo de plantas doentes foi por
inoculagdo por encostia em plantas doentes (Medina, 2002). A encostia foi realizada no
tronco, logo abaixo dos ramos principais da copa e as plantas mantidas em casa de
vegetacdo, com telado a prova de infestagdo de cigarrinhas, no Centro Avancado de
Pesquisa Tecnologica do Agronegécio de Citros ‘Silvio Moreira’, Instituto Agronomico,
Cordeiropolis, SP. Foram feitas adubacdes e irrigagdes de acordo com as recomedagdes

para citros. As plantas usadas neste estudo foram as mesmas utilizadas por Medina (2002).

4.4.2. Experimento para fornecimento de “C-manose

Este experimento foi realizado com ramos de plantas sadias (PS), ramos com sintomas
de plantas doentes (DCS) e ramos sem sintomas de plantas doentes (DSS). Para se verificar a
incorporagio da radioatividade de '*C-manose em agucares de parede, 4pices de ramos
contendo duas a trés folhas novas foram cortados com bisturi e imediatamente imersos em
agua. Sob agua foram cortados novamente. Rapidamente, cada &pice cortado foi colocado em
Eppendorfs contendo tampao fosfato 25 mM, pH 7, e 0,01 M de acido aminooxy-acético
(AOA) e 0,1 M de 2-deoxi-D-glucose (2DG), que inibem, respectivamente, a biossintese de
celulose e lignina. Apods verificar que o volume do tampao diminuia, ou seja, que 0 ramo
transpirava, retirou-se com pipeta 0 maximo possivel de tampo e adicionou-se o 25 pl de '“C-

manose (5puCi, radioatividade especifica de 314 mCi/mmol, Amershan Pharmacia) diluidos
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em 200 pl do tampao fosfato com inibidores. Apos quase total absor¢ao dessa mistura, voltou-
se a fornecer somente tampao, sem inibidores. Os ramos foram entdo mantidos por 24 h em
cAmara com luz constante (300 pmols fotons.m™.s™'). O material foi separado em folhas,
peciolos e caule, e entdo extraidos para varios aglicares. Apo6s maceragdo em mortar, fez-se
primeiramente quatro extragdes com etanol 80%. Na ultima fracdo ja ndo se detectava a
presenca de agticares soluveis. As quatro fragdes foram combinadas e denominadas de fragao
etandlica. O material recuperado foi entdo extraido duas vezes com 90% dimetilsulfoxido
(DMSO) por 24 h para remogao de amido. O residuo foi extraido com acido oxalico 1 M por
duas vezes por 24 h para remogao de pectinas. O residuo foi extraido por duas vezes com 6 M

NaOH, contendo 0,1% de borohidreto de Na, para remogao de hemicelulose.

4.4.3. Analise dos acucares soluveis e radioatividade especifica na fracao etandlica, por
HPLC, em material alimentado com “C-manose

Para a quantifica¢@o de agucares soltiveis da fracao etandlica, os extratos foram secos
em speed vac (Savant) e na seqiiéncia solubilizado em agua. Aliquotas foram aplicadas em
HPLC acoplado a um detector de radioatividade (RM). Usou-se coluna NH; para a separagao
e agua como eluente, no fluxo de 1 ml/min. As mesmas amostras foram aplicadas (mesma
quantidade que aquelas aplicadas em HPLC-RM) em HPLC acoplada com detector
eletroquimico (PAD). Neste caso usou-se uma coluna de fase reversa C;3 RCX-10 (Eppendorf)
e 30 mM NaOH como eluente, com fluxo de 0,8 ml/min. Assim, pode-se estimar a quantidade
de agticares e a radioatividade contida neles (expressa por cpm/umol de aglicar), ou seja a

radioatividade especifica.
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4.4.4. Dosagem de acucares soluveis na seiva de PS e PD
Seivas de PS e PD foram centrifugadas e aplicadas diretamente em HPLC acoplada
com detector eletroquimico (PAD), usando-se uma coluna de fase reversa C;3 RCX-10

(Eppendorf) e 30 mM NaOH como eluente, com fluxo de 1 ml/min.

4.4.5. Dosagens das atividades de invertase acida e sacarose sintase

Para atividade das invertases acidas (InvA), as proteinas foram extraidas de peciolos
de PD e PS previamente macerados em nitrogénio liquido, utilizando-se tampao fosfato 100
mM, pH 7,0, contendo 2 mM MgCl2, 5 mM EDTA e 10 mM B-mercaptoetanol. Para a
extracdo de Sacarose sintase (Susy), utilizou-se TRIS 200 mM, pH 8, contendo 2 mM
MgCI2, 5 mM EDTA e 10 mM B-mercaptoetanol. Para cada 1 g de material adicionou-se 5
a 7 ml de tampao de tampao, 4°C. Os extratos foram deixados em gélo por 30 min, com
agitagdo ocasional, e depois centrifugados a 15.000 rpm a 4°C, por 15 min. Os
sobrenadantes foram recuperados e filtrados em colunas PD10-Sephadex G25 (Amershan).
A eluicdo das proteinas foi feita com tampao fosfato 25 mM, pH 7, 0, para InvA, e TRIS
100 mM, pH 8, para Susy. Nos extratos protéicos filtrados foram determinadas as
concentracdes de proteinas (Bradford, 1976). O meio de reacdo padrdao para a dosagem de
InvA foi 100 pg de proteina, 100 pl de sacarose 1 M, diluida em tampao 50 mM citrato-
fosfato, pH 4,5, e o volume ajustado para 1 ml com tampao 50 mM citrato-fosfato, pH 4,5.
Apbs incubagdo por 60 min a 37°C, quantificou-se os agucares redutores (AR) formados
(Somogy, 1952). A dosagem de atividade de Susy foi na dire¢do de sintese de sacarose. A
composi¢do do meio de reagdo padrao foi 75 pg de proteina, 20 ul de UDPG 100 mM, 20

ul de frutose 100mM e o volume ajustado para 1 ml com tampao Tris 200 mM, pH 6,0. A
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incubag¢do foi de 60 min a 30°C e determinou-se a sacarose formada na reagdo (Van

Handel, 1968).

4.4.6. Analise de macro e micronutrientes nas folhas e peciolos
Folhas e peciolos de plantas sadias e plantas doentes foram coletadas e analisadas
para macro e micro nutrientes no Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo S/C

Ltda.

4.4.7. Determinacio de acidos organicos na seiva do xilema por HPLC

Utilizou-se o método de Seden et al., (1992), no qual 30ul de seiva cada tratamento
foram injetados em HPLC-Shimadzu, sendo separados com coluna C18 Microsorb-MT
(12,5 mm x 4 mm, 5 um) e a deteccao feita em detector de diodo Shimadzu (SPD-M 10A).
A eluigao foi isocratica utilizando-se tampao 0,05 M de KH,PO4/H3POy4, pH 2,3, com fluxo
de 0,5 ml/mim e detec¢do no comprimento de onda de 214 nm. A identificacao foi feita por

comparagdo com padrdes puros de acido citrico, malico e succinico.

4.4.8. Crescimento de Xf em meios solidos com diferentes fontes de carbono

Para o cultivo de Xf em meio s6lido com diferentes fontes de carbono, foram
testadas 11 combinagdes diferentes de fontes de carbono. O meio utilizado como padrao foi
o XfD-2 (Almeida et al., 2004). Nos tratamentos os acidos succinico e citrico, fontes de
carbono no meio XDf-2 (Controle), foram substituidos por: 1) glicose 1 g/L; 2) glicose 4
g/L; 3) citrato 3 g/L + glicose 2 g/L; 4) citrato 2 g/L e glicose 3 g/L; 5) sacarose 1 g/L; 6)

parede celular de café 1 g/L; 7) citrato 3g/ L; 8) citrato 6 g/L; 9) sacarose 3 g/L; 10)
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succinato 3 g/LL + citrato 3 g/L; 11) citrato 3 g/L + sacarosel,5 g/L. Também foi testado
um tratamento com o fornecimento de 12) parece celular extraida de folhas de café
(Mazzafera, dados nao publicados). Células da bactéria foram obtidas junto ao Centro de
Citricultura do IAC, junto com o Dr. Marcos Machado. As placas foram inoculadas e
mantidas em estufa a 30°C e avaliadas semanalmente por periodo de 45 dias. Foram feitas 5

repeticdes por tratamento.

4.4.9 Imunolocalizacio de pectinas utilizando microscopia confocal

Para observagdes da estrutura da parede celular de PS e PD, peciolos foram fixados
em FAA, transferido para alcool butilico 70%, desidratado pela série butilica (Johansen,
1940) e incluido em parafina. Com o uso de microtomo rotativo, cortes seriados
longitudinais e transversais foram obtidos com espessura de 12 a 16 pum. Para
imunolocalizag¢do de pectinas as reacdes foram realizadas com os anticorpos Jim 5 e Jim 7
(gentilmente cedidos pelo Dr. Paul Knox, PlantProbes) e observadas em microscopio
confocal. A fixacdo e corte do material foi feita no Departamento de Botanica do Instituto
de Biologia da Unicamp, sob a orientacdo da Profa Dra Sandra Maria Carmelo Guerreiro,
enquanto as reagdes com anticorpos € observacdo no microscopio confocal foram
orientadas pelo Prof. Dr. Hernandes Faustino Carvalho, do Departamento de Biologia
Celular do Instituto de Biologia da Unicamp. As reagdes com os anticorpos foram reveladas

utilizando-se anticorpo secundario Igh anti-rato conjugado com fluoresceina.

66



4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Xyllela fastidiosa (Xf) ¢ uma bactéria de habito de crescimento lento formando
agregados no interior dos vasos do xilema, os quais sdo constituidos de uma matriz
extracelular rica em polissacarideos produzida pela bactéria, denominada de goma fastidiana
(Leite et al., 2001).

Uma hipdtese para explicar qual a fonte de carbono utilizada pela bactéria para a
manutencao do seu metabolismo energético e formacao do biofilme ¢ a obtencao de carbono
de compostos que circulam pela seiva do xilema, por exemplo, 4cidos organicos, agucares
soluveis, ou mesmo compostos liberados da parede celular das células do xilema que estdo
em contato com as fibras carregadas negativamente do biofilme.

Para verificar a presenga de aguicares na seiva do xilema de plantas de citros infectadas
por Xf e saber se de alguma forma a bactéria utiliza esses agticares, se comportando como um
dreno, foram realizadas analises da seiva de plantas sadias e plantas doentes em HPLC (figura

l1e2).
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seiva, utilizando coluna de fase reversa C18 RCX 10 ¢ 30mM
A) Planta sadia; B) Planta doente.

de NaoH como eluente. A deteccdo foi feita em detector

Figura 1. Perfil de eluigdo de agucares soluvéis presentes na
eletroquimico.
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Figura 2. Concentracdo de acucares soliveis totais nas seivas dos xilemas

de plantas sadias e plantas doentes.
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Analisando a figura 2 podemos verificar que a seiva de plantas sadias além de
apresentar maior concentragdo de agucares soluveis totais, quase duas vezes a mais que a
concentracdo encontrada na seiva de plantas doentes, a maior parte desses ¢ glicose,
seguida por sacarose, sendo encontrado bem menos frutose. A seiva de PD apresenta menor
concentracao de glicose, acompanhada de frutose e glicose.

Analises quantitativa e qualitativa de acgtcares nos peciolos e caules de PS e PD
também apresentaram diferencas como pode ser visualizado na figura 3. Nestas amostras,
além da quantificagdo dos acucares, foram medidas as radioatividades especificas, pois

, 14
foram extraidas de ramos tratados com ~"C-manose.
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Figura 3. Quantifica¢io de aglcares e radioatividade especifica em peciolos e caule de
plantas de citros tratadas com manose marcada: A) Ac¢ucares do peciolos; B) Agucares do
caule; C) Radioatividade especifica de acucares do peciolo; d) Radioatividade especifica

de acucares do caule.
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Ao contrario do verificado para seiva, nas amostras de peciolos e caules nao
encontramos grandes diferengas no total de agucares soluveis, mas em compensacao o
perfil qualitativo mostrou-se completamente diferente. Glicose foi o principal agtcar
encontrado tanto em peciolos como nos caules de plantas doentes, sendo frutose e sacarose
encontradas em quantidades muito pequenas. Por outro lado, amostras de peciolos sadios
apresentaram conteido de frutose e sacarose semelhantes, e tragos de glicose. No caule
dessas plantas a distribuicdo de glicose foi semelhante a frutose e detectado tragos de
sacarose. Verificamos que a radioatividade especifica encontrada em glicose nas amostras
de PD ¢ quase nula, sendo interessante destacar os maiores valores de radioatividade
especifica encontrados em frutose e, principalmente, sacarose nas amostras de peciolos e
caules de plantas doentes, lembrando que estes acticares nao fazem parte da goma fatidiana.
A maior radioatividade encontrada nesses agucares pode ser em decorréncia da conversao
de "C-manose em frutose, a qual pode ser destinada a sintese de sacarose. Por outro lado, a
pequena radioatividade especifica em glicose demonstra uma ciclagem grande pelo pool
desse acucar redutor, ou melhor, existe uma grande demanda por ele. Isto poderia ser
indicativo de que estaria sendo consumido pela bactéria.

Com base nesses resultados, podemos pressupor que Xf provoca alteragdes no
metabolismo de agucares de plantas de citros. Outro fato ¢ que glicose mesmo ndo sendo a
principal forma, ¢ sim, utilizada como fonte de carbono pela bactéria.

Um dos principais meio de cultura desenvolvido para o cultivo da Xf ¢ o meio
“Periwinkle Wilte” (PW), o qual tem a composi¢do basecada em um meio original
desenvolvido por Davis et al. (1978). O meio PW, assim como outros meios dos quais este
¢ a base, sdo ricos em fonte de carbono, mas tem como incoveniente a presenca de

componentes nao definidos como, por exemplo, a pepitona, o que dificulta a invetigagdo da
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participacao de outros componentes do meio nas vias metabolicas. Atualmente ja existem
meios de composicao definida, como o Xf-26 desenvolvido por Chang & Donaldson,
(1993), constituido de dois acidos tricarboxilicos além de sais inorganicos, dezessete
aminoacidos e amido. O desenvolvimento de meios de composi¢ao definida com base na
seqiiéncia do genoma de Xf também tem permitido o estudo de substancias requeridas para
a manuten¢ao da nutri¢ao da bactéria (Lemos et al., 2003).

Almeida et al., (2004) testaram diferentes meios de cultivo de composi¢ao definida,
produzidos a partir de alteragdes na composicao do meio XfD2. Estes autores descrevem
que a principal fonte de carbono utilizada pela bactéria é o citrato. Acidos organicos
também tém sido considerados como uma importante fonte de carbono para Xf (Davis et
al., 1981), mas esta bactéria possui seqiiéncias de genes que codificam todas as vias
metabodlicas importantes para utilizagdo de substratos simples como os carboidratos,
principalmente glicose. Esse actcar ¢ apontado por Lemos et al., (2003) como importante
fator para o crescimento da bactéria, enquanto Almeida et al., (2004) sugerem que o
metabolismo de carbono ¢ mais direcionado para o uso de acidos organicos, pelo fato da
concentracao de glicose ser baixa na seiva do xilema.

Os resultados das andlises de acidos organicos apresentaram diferencas bastante
contrastantes quando comparadas PS com PD que apresentavam sintomas (DCS-Doente
com sintoma) e com PD com Xf, mas que ndo apresentavam sintomas (DSS-doente sem

sintoma) (figura 4).
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Figura 4. Teor de Acido citrico na seiva de xilema de plantas
sadias (PS) , Plantas doentes com sintoma (DCS), Plantas
doentes sem sintomas (DSS)

Independente da ocorréncia de sintomas, plantas doentes apresentaram maior
concentracdo de &cido citrico, o que pode ser uma vantagem estratégica para Xf,
aumentando a capacidade de aquisi¢@o de energia.

Outro fator que pode estar relacionado com a maior concentragdo de citrato na seiva
de plantas infectadas sdo alteragdes na dinamica do ion ferro, pois estudos sobre nutri¢ao
mineral relatam que plantas que apresentam deficiéncia em relagdo a esse micronutriente
tém elevado teor de citrato no xilema, pois esse ion ¢ complexado com o acido para ser
transportado (Alam et al., 2001; Abadia et al., 2002). Alteragdes nas concentragdes desse

micronutriente foram confirmadas como podemos constatar na figura 5.
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Figura 5. Concentracio do fon Fe ™, na seiva do xilema de
plantas doentes sem centrifugacdo para remog¢do da bactéria
(PD c /Bac), ap6s centrifugacdo para remogdo da bactéria ( PD
s/ Bac), Plantas sadias sem centrifugac¢do (PS s / cent), Planta
sadias apds centrifugacao (PS c / cent).

A concentragdo desse ion foi maior tanto na seiva de PD ndo centrifugadas para
eliminacdo da bactéria como ap6s a centrifugagdo, o que nos leva a concluir que existe
algum mecanismo de retencdo desse elemento pela bactéria. A participagdo desse ion
também foi evidenciada por Almeida et al., (2004). Estes autores relataram que na auséncia
de cloreto de hemina ndo ocorre o crescimento de células de Xf.

Os resultados de analise foliar de micronutrientes (figura 6) reforcam a
hipotese da importancia e da existéncia de algum mecanismo de reteng@o do ferro para o
crescimento da bactéria, pois verificamos que a concentracao desse ion ¢ significativamente

menor em plantas com CVC, assim como acontece para os elementos, Mn e Cu.
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Micronutrientes (Abril de 2004)
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Figura 6. Concentracdo de micronutrientes em folhas de
plantas sadias e folhas de plantas doentes.

Micronutrientes (ppm)

Pesquisando a fixagdo de Xf em vidro Souza et al., (2001) verificaram a expressao
diferencial de varios genes, entre eles, alguns relacionados com a absor¢do de ferro.
Também estudos do proteoma de Xf cultivada in vitro mostraram a existéncia de varias
proteinas envolvidas na absor¢io e armazenamento de Fe™. Uma indicagdo da importancia
do Fe' para o crescimento e estabelecimento da bactéria foi demonstrada por um ensaio
com plantas de tabaco infectadas com Xf, onde apenas o suprimento de FeSO, foi suficiente
para reduzir os sintomas de infecg@o (Torres et al., 2002).

Na tentativa de esclarecer melhor a questdo a respeito de qual a principal fonte de
carbono utilizada pela bactéria, resolvemos realizar um experimento que combinasse 0s

dados disponiveis na literatura sobre o cultivo de Xf com os dados obtidos da quantificacao
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de acucares soluvéis e acido orgénicos na seiva. Utilizamos como padrdao o meio XFD-2
(Almeida et al., 2004).

Nas figuras 7 e 8 sdo mostrados o crescimento de células de Xf em meio sélido
com diferentes concentracdes e combinagdes das seguintes fontes de carbono:
concentragdes de glicose, sacarose, parede celular extraidas de células de café, e citrato.

O maior crescimento foi evidenciado nas placas onde a tnica fonte de carbono foi,
glicose na concentracdo de 1 g/L (figura 7B), mostrado ndo s6 pelo nimero de coldnias
(pontuagdes brancas), como também pela tamanho delas. Também podemos observar bom
crescimento nos meios com sacarose combinada com citrato nas concentragdes de 3g/L de
cada fonte de cardono (figura 7D) e citrato na concentracao de 3 g/L (figura 8H). Ainda
assim, o crescimento foi melhor com glicose 1 g/L. Glicose e citrato sozinhos nas
concentracdes de 4 g/L e 6 g/L, respectivamente, promoveram menor crescimento ou até
mesmo a inibi¢do (figura 7E e figura 8K). Isto ocorreu provavelmente devido ao efeito
destas concentragdes na diminui¢do do potencial do potencial osmotico dos meios.

No meio onde a fonte de carbono utilizada foi parede celular de café houve algum
crescimento, mas de dificil visualizagcdo pela foto, pois parte do material de parede nao

solubilizou, interferindo na imagem.
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Figura 7. Fotos das placas de cultivo de Xylella fastidiosa mostrando o crescimento da
bactéria em meios constituidos com diferentes fontes de C. A) Controle, XDf-2 (1,5 g/L
de citrato + 1,5 g sacarose); B) Glicose 1,0 g/L; C) Sacarosel,0 g/L; D) Sacarose 3 g/L
+ citrato 3 g/L; E) Glicose 4 g/L; F) Sacarose, 3 g/L.
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Figura 8. Fotos das placas de cultivo de Xylella fastidiosa mostrando o crescimento
da bactéria em meios constituidos com diferentes fontes de C. H) Citrato 3 g/L +
glicose 2 g/L. I) Citrato 3 g/L; J) Citrato 3 g/L + Sacarose 1,5 g/L ; K) citrato 6 g/L;
L) Parede de café (1 g/L).
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Portanto, os dados desse experimento vém em suporte as informacdes obtidas nas
analises bioquimicas da seiva do xilema e de tecidos de PS e PD, de que glicose pode ser,
sim, fonte de carbono para o crescimento da bactéria, se ndo a principal.

Sendo assim, € possivel que a composi¢do quimica da seiva do xilema seja
determinante para a agregacao e formacao do biofilme na planta. Com isto, podemos entao
inferir que Xf pode utilizar acidos organicos e glicose como fontes de carbono e que essas
substincias sdo destinadas para utilizagdo distintas. Acidos organicos favorecem a
formacao do biofilme e agregagdo bacteriana enquanto glicose estimula o crescimento da
bactéria.

Achamos importante complementar nosso trabalho com a determinagao da atividade
das enzimas Susy e InVa, que sdo enzimas envolvidas no metabolismo de sacarose. As
invertases catalisam a degrada¢do da sacarose por meio de uma reagao irreversivel. Existem
como diferentes isoformas, sendo classificadas de acordo com o pH no qual apresentam
maior atividade e pela localizagdo celular. Dentre as isoformas, sdo conhecidas as
invertases acidas, que se encontram ligadas a parede celular e que sdo armazenadas no
vacuolo. Alguns trabalhos demonstram que Susy estd associada ao desdobramento de
sacarose para a sintese de celulose na parede celular (Tanase & Shohei, 2000), estando
intimamente associada a membrana plasmatica e microtubulos, proximos aos locais de
deposi¢dao de celulose durante a formagdo da parede celular secundéria nos traqueideos
(Salnikov et al., 2001; Konishi et al., 2004).

O sistema vascular de citros ndo apresenta separagdo definida entre os xilemas
primario e secundario (comunicacdo pessoal da Pesquisadora Raquel Queiroz, do Instituto

Agrondmico de Campinas). Estes fatos nos levaram a questionar se existiria a possibilidade
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da sacarose sintetizada nas células do peciolo ser liberada no apoplasto e consequentemente
utilizada pela bactéria.

Podemos verificar na figura 9 que as InVa apresentaram maior atividade que Susy,
mas a atividades das enzimas ndo apresentaram diferencas significativas entre peciolos de

PS e peciolos de PD. Foi detectada uma variagdo muito grande entre as repetigdoes da Susy.
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Figura 9. Atividades das enzimas do metabolismo
da sacarose: A) Invertase Acida (InVa); B)
Sacarose sintetase (susy)

82



Esses resultados esclareceram que ao contrario do proposto quando resolvemos
investigar a atividade dessas enzimas, que a infec¢do pela bactéria ndo interfere no
metabolismo de sacarose das células do peciolo. Sendo assim mais uma vez podemos
argumentar que as fontes de carbono utilizadas pela bactéria sdo principalmente os acidos
organicos e glicose transportada na seiva do xilema.

Xf encontra-se aderida as paredes celulares dos vasos do xilema. Portanto, a
caracterizacao de alteracdes na parede celular das células que compdem esse tecido podem
contribuir para o entendimento da nutricdo da bactéria e o processo de colonizacdo no
desenvolvimento na doenca.

A parede celular ¢ formada por polissacarideos estruturalmente diferentes que se
arranjam de forma complexa. Entre as atividades atribuidas a parede estd o armazenamento
de carboidratos e a liberagdao de moléculas sinalizadoras.

Investigamos alteragdes nos componentes da parede celular tentando entender a
relacdo destas com a infeccdo causada por Xf. As fotografias com os resultados de

imunomarcagao sao vistas nas figuras 10 e 11.
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Figura 10. Fotomicrografias em microscopio confocal de cortes transversais

de peciolos apods reagdo com anticorpo monoclonal JIM 5, o qual reconhece
epitopos ndo esterificados ou de baixa esterificagdo de homogalacturonanas:

A) e B) Peciolos de plantas doentes (PD); C) e D) Peciolos de plantas sadias
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Figura 11. Fotomicrografias em microscopio confocal de cortes transversais de
peciolos ap6s reacdo com anticorpo monoclonal JIM 7, o qual reconhece epitopos

esterificados de homogalacturonanas: A) Planta sadia; B) Planta doente.
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Utilizamos dois anticorpos que reconhecem homocagalacturonanas (HG), um dos
principais constituintes da fragdo pectina da parede celular. Esses anticorpos reconhecem
epitopos com diferengas no grau de metilesterificacdo. O anticorpo Jim 5 € capaz de
reconhecer polissacarideos HG ndo esterificados ou com baixo grau de esterificacao,
enquanto JIM 7 reconhece HG com alto grau de metilesterificacdo. As reagdes com o0s
anticorpos foram reveladas utilizando anticorpo secundario Igh anti-rato conjugado com
fluoresceina. Assim, nos locais onde aconteceram reagdes com os anticorpos verificamos a
coloracao verde, enquanto a regido vermelha ¢ devida a fluorescéncia natural do material.

Nos cortes transversais de peciolos apds imunolocalizagdo com o anticorpo JIM 5
(figura 10) podemos visualizar maior marcagdo nas regides da epiderme e do cortex,
estando estas menos presentes na regido dos elementos de vasos. Esse padrdo ndo sofre
alteragdes marcantes quando comparamos PS com PD, mas em contrapartida podemos
notar que quando presente a marcagdo nos elementos de vaso do xilema de PS, ocorre de
forma continua em toda parede celular (circulos brancos nas figuras 10C e 10D) e tem
intensidade uniforme entre os elementos de vasos mais internos e aqueles localizados na
parte externa do corte. Nas PD essa marcacao ocorre na forma de pontos (setas brancas nas
figuras 10A e 10B) e de forma mais intensa nos vasos localizados no interior.

De outra maneira, podemos verificar nas fotografias onde a imunolocalizacao foi
realiza da com anticorpo JIM 7 forte marcagdo em todos os tecidos, inclusive nos
elementos de vasos (figura 11). Fica claro, também, que existe diferenca na marcagao
encontrada em PS ¢ PD. Nas PS a marcacao é continua, enquanto nas PD a marcacao
ocorreu na forma de pontos, com intervalos na parede, assim como a descrita para JIM 5.

Esse perfil de marcagdo encontrado nos elementos de vasos de PD revela provavel
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degradacdo de pectinas nessas células o que parece refletir na formacao ou estruturacao
dos elementos de vasos, pois enquanto esses sao uniformes nas PS, encontram-se bastante
desorganizados nas plantas doentes.

Resultados semelhantes de degradacdo da parede celular de elementos de vasos de
peciolo de laranjeiras com CVC foram relatados por Alves (2003), que por microscopia de
transmissdo com imunocitoquimica demonstrou em cortes transversais a presenga de
bactérias proximas a regido das pontuacdes e verificou nesse local a auséncia da lamela
média e parede primaria. Estudos de imunolocalizagdo com JIM 5 tem mostrado uma maior
marcagdo com esse anticorpo na regido da lamela média e entre os espagos intercelulares
(Knox, 1990). Assim, € provavel que o padrio de pontuagdes encontrado na marcacao
com os anticorpos JIM 5 e JIM 7 nos elementos de vasos de PD ocorra em fungao da
degradacdo das pectinas, o que pode levar a auséncia das diferentes camadas da parede
celular e conseqiiente desorganizagdo dos elementos de vasos. Nas imagens podemos
constatar maior desorganizacao dos vasos na parte mais externa do xilema e, de acordo com
Alves (2003), os elementos de vasos dessa regido sdo os que apresentam maior nimero de
bactérias, ¢ boa parte desse sdo pontuados. Uma explicagdo para esta localizagdo
preferencial da bactéria consiste no fato das paredes dessas células apresentarem maior
concentracao de lignina e caracteristicas de condutividade hidraulica diferenciada (Leperem
etal., 2000).

Analisamos também o rendimento da diferentes fracdes obtidas no processo de
fracionamento da parede celular de peciolos e caules de PS e PD, (oxalato de amonio,
NaOH 0,1 M, NaOH, 1M; NaOH, 4,0 M). Antes de comegarmos o fracionamento da
parede raspamos as camadas mais externas na intencdo de deixarmos somente a regido

onde esta localizado o xilema. Talvez esta seja a razdo de termos obtido baixo rendimento
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na fragdo oxalato de amonio, a qual extrai grande parte das pectinas soluvéis, com médias
de 1,39% e 0,75 % nos peciolos e caules de PS respectivamente e 1,88%e 1, 69% nas PD.
Nas fragdes NaOH (0,1M), NaOH (1M) e (4M) o rendimento aumentou consideravelmente.
Temos que esclarecer que na fragdo NaOH (0,1 M) sdo extraidas pectinas
metilesterificadas, ¢ o aumento no rendimento estd de acordo com os resultados
encontrados na distribui¢do dos anticorpos JIM 5 e JIM 7, confirmando que os elementos
de vasos apresentam maior propor¢ao de pectinas metilesterificadas. Nessa fragdo, quando
comparamos PS e PD o rendimento foi pouco menor nos peciolos de PD, o que confirma
alteragdes na fracdo pectina da parede celular de PD. Na fragdo NaOH 1,0 M ¢ extraida
uma mistura de hemiceluloses e pectinas que se encontram fortemente ligadas a
hemicelulose. Na fracdo NaOH (4,0M) sdo extraidas somente hemiceluloses.

Na tabelas encontradas a seguir estdo distribuidos os principais monossacarideos
que constituem as fracdes pectina e hemicelulose da parede celular de amostras de peciolos

e caules de PS e PD.
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Tabela 1. Propor¢cao de monossacarideos na fragdo oxalato (pectinas soluvéis) de peciolos
de plantas sadias e plantas com CVC. Os dados sdo expressos em porcentagem do total de
monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Peciolos sadios Peciolos doentes

Fucose - -

Ramnose 3,51 3,84

Arabinose 3,51 19,05

Galactose 73,80 9,50
Glucose 21,40 59,77
Xilose - 7,81
Manose - -

Tabela 2. Proporcao de monossacarideos na fragdo Oxalato (pectinas soluvéis) de caules de
plantas sadias e plantas com CVC. Os dados sdo expressos em porcentagem do total de
monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Caule sadio Caule Doente

Fucose - -

Ramnose 3,59 3,64

Arabinose 6,19 8,92

Galactose 71,5 60,9

Glucose 17,42 21,40

Xilose 1,22 2,75

Manose - 2,97

Tabela 3. Propor¢do de monossacarideos na fragdo NaOH (0,1M) (pectinas metil -
esterificadas ) de peciolos de plantas sadias e plantas com CVC. Os dados sdo expressos em
porcentagem do total de monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Peciolos sadios Peciolos doentes

Fucose - -

Ramnose 3,23 1,96

Arabinose 17,0 6,13

Galactose 47,92 54,51
Glucose 30,70 37,04
Xilose 0,80 -
Manose - -
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Tabela 4. Proporcdo de monossacarideos na fragdo NaOH (0,1M) (pectinas
metilesterificadas ) de caules de plantas sadias e plantas com CVC. Os dados sdo expressos
em porcentagem do total de monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Caules sadios Caules doentes

Fucose - -

Ramnose 2,02 2,70

Arabinose 4,50 7,35

Galactose 41,88 30,47
Glucose 51,41 58,9
Xilose 0,89 -
Manose - -

Tabela 5. Propor¢ao de monossacarideos na fragdo NaOH (4,0 M) ( Hemiceluloses) de
peciolos de plantas sadias e plantas com CVC. Os dados sdo expressos em porcentagem do
total de monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Peciolos sadios Peciolos doentes

Fucose - -

Ramnose 4,00 3,97

Arabinose 23,66 23,80

Galactose 8,24 30,54
Glucose 25,62 40,25
Xilose 38,46 1,42
Manose - -

Tabela 6. Propor¢ao de monossacarideos na fragdo NaOH (4,0 M) ( Hemiceluloses) de
caules de plantas sadias e plantas com CVC. Os dados foram obtidos por cromatografia de
alta perfomance (HPLC-Dionex) com detec¢do por pulso amperomético. Os dados sao
expressos em porcentagem do total de monossacarideos detectados.

Monossacarideos (% do total) Caules sadios Caules doentes

Fucose - -

Ramnose 3,99 4,84

Arabinose 3,99 4,84

Galactose 51,93 454
Glucose 43,74 47,79
Xilose 0,89 0,96
Manose - -
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Constatamos que na fracdo oxalato (pectinas soluvéis, Tabelas 1 e 2), os
monossacarideos encontrados em maior quantidades nos peciolos de PS foram galactose e
glicose, nas proporgdes de 73,8% e 21,4%, respectivamente. Curiosamente, nos peciolos de
PD enquanto a quantidade de galactose caiu drasticamente para cerca de 9,5%, a
quantidade de glicose aumentou consideravelmente para cerca de 59%, e a0 mesmo tempo
arabinose apareceu em quantidade relevante, cerca de 19% (Tabela 1). No caule os
monossacarideos encontrados em maior quantidade nessa fracdo foram também galactose
seguido de glicose (Tabela 2), mas contrario do verificado nos peciolos essas proporcdes
nao se diferenciaram de forma marcante quando comparamos PS e PD, embora a tendéncia
tenha sido reducao de galactose e pequeno aumento de arabinose e glucose nas PD, assim
como aconteceu no peciolo.

Na fracdo NaOH 0,IM (Tabelas 3 e 4), galactose e glucose também foram os
monossacarideos encontrados em maior propor¢ao nos peciolos de PD, embora a
proporg¢ao desses dois monossacarideos tenha sido levemente mais elevada a diferenga nao
foi tdo evidenciada.

Nao mostramos aqui a tabela referentes ao fracionamento com NaOH (1M), uma
vez que nessa concentracao, como citado anteriormente, se extrai uma mistura de pectinas e
hemicelulose.

Em NaOH 4,0 M (Tabelas 5 e 6) altas proporgdes de glicose (25,62%) e xilose
(38,46%) nas PS indicam a presenga principalmente de xiloglucanos como principal
constituinte da fracdo hemiceluloses das paredes celulares do elementos de vasos de citrus.
A alteragdo que mais chama aten¢do na composicao dessa fragdo em PD ¢ a fortissima

redugdo na concentragdo de xilose para 1,42 %. A reducdo desse monossacarideo em PD
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foi acompanhada por aumentos nas quantidades de glucose (40,25%) e galactose (30,54%).
E importante destacar que essa redugio na concentragio de xilose pode ser decorrente da
degradacdo dos xiloglucanos, o que resulta em aumento na concentragdo de glucose e
galactose.

Os xiloglucanos de parede celular de 6rgaos vegetativos sdo muito semelhantes aos
xiloglucanos de sementes (Hayashi, 1989). Nessa estrutura os xiloglucanos apresentam
funcdo de reserva (Buckeridge et al., 1992; Tiné et al, 2000) e sua mobilizagdo ¢
acompanhada por aumento seguido de queda na atividade das enzimas [3-galactosidase, 3-
glucosidase, endo-f-(1-4) glucanasse (XET) e a-xilosidase. Como verificamos degradacao
dos xiloglucanos em PD esperavamos encontrar maior atividade de hidrolases, mas os
resultados das atividades de duas dessas enzinmas, as exo-O-glicosil hidrolases, B-D-
galactosidase e 3-D-glucosidase ndo foram superiores nas PD (figura 12). Essas enzimas
atuam sobre poli ou oligossacarideos a partir da extremidade ndo redutora, liberando

monossacarideos ou disscarideos.
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Figura 12. Atividade das hidrolases B-galactosidase (beta gal) e B-glucosidase (beta
glc) no extrato bruto de peciolos e folhas de plantas de citro sadias e com CVC. Os
resultados representam a média mais o erro padrdo de trés determinagoes

93



Quando comparamos as duas enzimas, verificamos maior atividade da PB-
galactosidade, sendo esta maior nos peciolos e folhas de PS. Como a degradacdo dos
xiloglucanos envolve outras enzimas, os resultados dessas enzimas ndo sao conclusivos,
precisdvamos ter investigado também a atividade da XET. Trabalhos resultantes do modo
de acdo da XET (Edwards et al., 1986; Combrie et al., 1998) descrevem um modelo
aproximado para degradagcdo de xiloglucanos, onde as quatro enzimas atuam sobre o
polimero produzindo galactose, glucose e xilose. A atividade hidrolitica da XET ¢ maior
quando os oligossacarideos de xiloglucanos se encontram em menores concentragdes
(Fanutti et al., 1993) e na sequéncia os oligossacarideos formados sdo prontamente
utilizados pelas exo-glicosidases. Outro fator que controla a atividade das enzimas
envolvidas na degradagdo do xiloglucano sao alteracdes do pH da parede (Alcantara el al.,
1999). Com bases nesses conhecimentos podemos sugerir que a constatacdo da degradacao
dos xilogluganos baseada apenas na atividade dessas duas enzimas ndo foi possivel, pois os
eventos envolvidos neste sao mais complexos e requerem melhor investigacdo de todas as
enzimas envolvidas.

As alteragdes nas fragdes, pectinas (homogalacturonanas) e hemiceluloses
(xiloglucanos) em plantas doentes apresentadas aqui confirmam que Xf € habil em degradar
a parede celular dos elementos de vasos, resultando na descontinuidade do apoplasto, o que
pode levar a maior ocorréncia de embolia e cavitagdo, fatores responsaveis pelo aumento da
resisténcia ao fluxo de agua. Esta resisténcia ¢ um dos principais sintomas apresentados por
plantas com CVC.

Outro fator a se considerar além da questdo estrutural envolvendo a degradacdo de

paredes dos elementos de vasos de plantas com CVC, que pode estar relacionada com a
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nutri¢do da bactéria , ¢ o fato dos oligassacarideos (OGAs) originados poderem apresentar
atividade bioldgica (Coté & Hahn, 1994; Coté et al. , 1998).

Em casos de infeccdo por patdogenos a primeira alteragdo na parede celular ¢ a
degradacdo das HG como resultado da atividade de poligalacturonases e endopectatoliases
secretadas pelos patogenos. Os oligassacarideos formados podem tanto ser utilizados como
fonte de carbono para nutricdo do patdégeno, como também podem iniciar um via de
tradugdo de sinais que levam ao desenvolvimento de respostas de defesa. Exemplos deste
tipo de resposta sao o fechamento dos estdmatos, e a sintese de proteinas relacionadas a
patogénese que podem levar a reagdo de resisténcias.

Plantas de citros com CVC apresentam alteragdes fisiologicas como, por exemplo,
maior resisténcia estomatica (Machado et al, 1994). Além desta caracteristica,
encontramos grande quantidade da poliamina putrescina em PD (Capitulo 1). Devido a sua
natureza policatidnica, poliaminas podem se encontrar ligadas a moléculas carregadas
negativamente como os polissacarideos pécticos (D’Orazi & Bagni, 1987). Trabalhos que
relacionam poliaminas com OGAs (Messiaen et al., 1997; Messiaen & Van Cutsem,
1999) tétm mostrando que a ligacdo dessas moléculas nos polissacarideos pécticos
modulam o sinal que os OGAs desenvolvem nas plantas. Nesse caso putrescina tem sido
descrita por estabilizar a conformagdo de pectinas, promovendo o desenvolvimento do
sinal, enquanto espermidina e espermina removem Ca, desestruturando essa conformagao e
impendido a sinaliza¢do desencadeada pelos OGAS.

Pelo exposto, podemos sugerir que essas alteragdes possam ocorrer em fungdo da
sinalizacdo dos OGAs, uma vez que verificamos que plantas com CVC apresentam
degradacdo das HG (observadas com os anticorpos JIM 5 E JIM 7). Assim, em PD os

sintomas ndo se correlacionam com a proporc¢ao de vasos colonizados provavelmente pelo

95



fato do desenvolvimento do quadro sintomatologico envolver outros mecanismos além das

disfung¢des no sistema condutor de agua.
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4.6. CONCLUSOES

A infec¢ao por Xf altera a composi¢do de agtlicares soluvéis e acidos organicos na
seiva e orgdos de plantas de citros, bem como promove modificagdes na estruturagdo das
paredes celulares e na composi¢ao dos oligossacarideos das fragdes pectina e hemicelulose
das células do xilema. Os resultados demonstram que a bactéria utliza diferentes fontes de
carbono e que provavelmente os acidos organicos favorecem a formacdo do biofilme e

agregacao bacteriana, enquanto glicose estimula o crescimento da bactéria.
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