UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOMEDICINA/BACHARELADO

EMMILY LARISSY DE OLIVEIRA GUEDES

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE BACTERIOCINAS
DE XANTHOMONAS CITRI

RECIFE
2022



EMMILY LARISSY DE OLIVEIRA GUEDES

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE BACTERIOCINAS
DE XANTHOMONAS CITRI

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenagao do curso de
Bacharelado em Biomedicina da
Universidade Federal de Pernambuco,
comorequisito parcial a obtengcdo do titulo
de Bacharel em Biomedicina.

Orientadora: Profe. Dr. Flavia Figueira Aburjaile

Co-Orientadora: Prof2. Dr2, Ana Maria Benko Iseppon

RECIFE
2022



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragdo automéatica do
SIB/UFPE

Guedes, Emmily Larissy de Oliveira.

Caracterizagdo estrutural de bacteriocinas de Xanthomonas citri / Emmily
Larissy de Oliveira Guedes. - Recife, 22.

33:il., tab.

Orientador(a): Flavia Figueira Aburjaile

Cooorientador(a): Ana Maria Benko Iseppon

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Biomedicina, 22.

Inclui referéncias, apéndices, anexos.

1. Bactérias. 2. Genomas. 3. Viruléncia. 4. Zoocina A. . Aburjaile,
Flavia Figueira. (Orientacdo). I1. Iseppon, Ana Maria Benko. (Coorientagao). Ill.
Titulo.

570 CDD (22.ed.)




EMMILY LARISSY DE OLIVEIRA GUEDES

CARACTERIZAC;AO ESTRUTURAL DE
BACTERIOCINAS DE Xanthomonas citri

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado a Coordenacao do curso
de Bacharelado em Biomedicina da
Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Aprovada em: 13/07/2022

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dr2. Flavia Figueira Aburjaile
Universidade Federal de Minas Gerais

MSc. Thamara de Medeiros Azevedo
Universidade Federal de Pernambuco

MSc. Vinicius Costa Amador
Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me permitir ter a oportunidade de tragcar meu caminho e

me mostrar for¢ca onde eu achei que ndo havia.

Aos meus pais, Ana Claudia e Jamerson, por todas as conversas, conselhos,
paciéncia e enorme apoio. Sem vocés eu nao teria onde me segurar quando as coisas

apertaram.

A minha irma, Ewilyn, por ter os melhores ouvidos e por suas opinides sempre

afiadas e inteligentes.

Aos meus avos, Abigail e Bartolomeu, por seu apoio € momentos de grande

alegria.

Aos meus avés, Benicia e Jodo, que sdo parte de quem sou e sempre serao

meus maiores motivos de felicidade e saudade.

A minha familia, que sempre me serviu e serve de base forte, me permitindo

ter e seguir meus sonhos.

Aos meus amigos maravilhosos, Laryssa, Igor e Bianca, que sempre foram
compreensiveis com minhas auséncias e pacientes com meus momentos de duvida.

Minhas risadas sdo sempre mais felizes quando estamos juntos.

A Clarissa, por todo seu amor, cuidado e parceria sem tamanho.

A Bianca, afinal, foi vocé quem me abriu os olhos para os caminhos que eu ndo
enxergava e me ajudou a sair do lugar quando eu achava que dar um passo adiante

nao seria possivel. Vocé fez com que esses anos de graduagao fossem mais bonitos.

A Carla e Karinne, que me proporcionaram as melhores conversas e momentos

de alegria. Serdo sempre inspiracdo e motivo de orgulho para mim.
A Genilton, que sempre esteve ao meu lado, me incentivando e apoiando.

As minhas orientadora e co-orientadora, profé. Dr2. Flavia e profé. Dr2 Ana

Maria, que me deram grande apoio, motivagao e inspiragao.

Aos orgaos de pesquisa, que me forneceram os meios para fomentar este

trabalho.



RESUMO

As bactérias do género Xanthomonas sao fitopatégenos de dificil controle no
agronegodcio, por causarem graves doencas em plantas economicamente
importantes. As y-proteobactérias deste género apresentam alto grau de
especificidade tecidual, bem como uma ampla variedade de hospedeiros, dessa forma
sdo agrupadas em patovares. A viruléncia de Xanthomonas spp. € dependente de um
sistema de secrecao codificado pelo grupo genético cromossdémico rhp, chamado tipo
[ll. Xanthomonas citri relaciona-se com cerca de 28 patovares infectantes de diversas
plantas, sendo o cancro citrico tipo A a doen¢a mais difundida e € a responsavel pelos
maiores danos econdmicos, por acometer todas as plantas citricas comerciais. As
bactérias capazes de inibir o crescimento de outras produzem bacteriocinas,
substancias que foram primeiramente chamadas de “colicinas”, por terem sido
isoladas de Escherichia coli, sdao toxinas proteicas altamente toxicas para
competidores bacterianos que sejam intimamente relacionados. Este trabalho tem
como objetivo identificar bacteriocinas que estejam relacionadas e/ou sejam
produzidas por Xanthomonas citri e alguns de seus patovares. Para obter tais
informacgdes, foram utilizados 20 genomas completos de bactérias pertencentes ao
género Xanthomonas, dentre eles X. citri pv. aurantofolii, X. citri pv. fuscans e X. citri
pv. glycines, todos foram obtidos através do depdsito publico do National Center for
Biotechnology (NCBI)/GenBank. A relacao entre tais bactérias e a presenca de genes
associados a producao de bacteriocinas, foi observada apos uso do software BAGEL4
webserver, onde podem ser encontrados diversos potenciais genomas sabidamente
associados a producao de bacteriocinas. Entdo, foram identificadas apenas duas
bacteriocinas, Zoocina A (zooA) e Microcina, sendo a primeira mais bem caracterizada
neste estudo. Por meio do software BACTIBASE, tornou-se possivel o conhecimento
acerca da estrutura e funcdo de zooA. A finalidade deste estudo € atualizar a
comunidade cientifica sobre este assunto para, consequentemente, ser possivel o
desenvolvimento de meétodos mais eficazes de combate aos danos causados por

esses fitopatdgenos.

Palavras-chave: Bactérias. Genomas. Viruléncia. Zoocina A.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Xanthomonas are phytopathogens that are difficult to control in
agribusiness as they cause serious diseases in economically important plants. The y-
proteobacteria of this genus have a high degree of tissue specificity, as well as a wide
variety of hosts, thus they are grouped into pathovars. The virulence of Xanthomonas
spp. it is dependent on a secretion system encoded by the rhp chromosomal genetic
group, called type Ill. Xanthomonas citri is related to about 28 pathovars infecting
different plants, with citrus canker type A being the most widespread disease and
responsible for the greatest economic damage as it affects all commercial citrus plants.
Bacteria capable of inhibiting the growth of others produce bacteriocins, substances
that were first called “colicins” because they were isolated from Escherichia coli, are
protein toxins that are highly toxic to closely related bacterial competitors. This work
aims to identify bacteriocins that are related and/or produced by Xanthomonas citri and
some of its pathovars. To obtain such information 20 complete genomes of bacteria
belonging to the genus Xanthomonas were used, including X. citri pv. aurantofolii, X.
citri pv. fuscans and X. citri pv. glycines all were obtained from the public depository of
the National Center for Biotechnology (NCBI)/GenBank. The relationship between
such bacteria and the presence of genes associated with the production of bacteriocins
was observed after using the BAGEL4 webserver software, where several potential
genomes known to be associated with the production of bacteriocins can be found.
Therefore, only two bacteriocins were identified, Zoocin A (zooA) and Microcin, the
former being better characterized in this study. Through the BACTIBASE software
knowledge about the structure and function of zooA became possible. The purpose of
this study is to update the scientific community on this subject so that consequently it
is possible to develop more effective methods to combat the damage caused by these

phytopathogens.

Keywords: Bacteria. Genomes. Virulence. Zoocin A.
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1.

INTRODUCAO
1.1 GENERO Xanthomonas

As bactérias pertencentes ao género Xanthomonas sp. sao
fitopatogenos que provocam doengas, muitas vezes fatais, em plantas. Séo
bactérias gram-negativas que fazem parte da subdivisdo Gamma das
Proteobactérias, tipicamente encontradas em forma de bastonete, com um
unico flagelo polar e sao aerobias estritas. A temperatura em que estes
microrganismos crescem varia entre 25-30°C. Suas colbdnias, geralmente, séo
amarelas, devido a presenca de um pigmento ligado a membrana, a
xantomonadina, que tem a capacidade de proteger a bactéria de danos
fotobiolégicos (BUTTNER; BONAS, 2009). Uma caracteristica importante
dessas bactérias € que, apesar de apresentarem uma ampla variedade de
hospedeiros, geralmente as espécies tém alto grau de especificidade, de modo
que linhagens infectantes de uma determinada planta, ainda que estas sejam
da mesma familia ou género, ndo sao capazes de utilizar outra como
hospedeiro (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

As y-proteobactérias gram-negativas do género Xanthomonas sao
patdgenos economicamente importantes de muitas espécies de plantas,
incluindo plantas de cultivo, e sdo agrupados em patovares (pv.) de acordo com
sua gama de hospedeiros e especificidade tecidual durante a colonizagao
(ABENDROTH et al.,, 2014; ALVAREZ-MARTINEZ et al.,, 2020). Durante a
infeccdo, a bactéria tem acesso ao tecido vegetal por meio de aberturas
naturais, como estdmatos e hidatodos, ou ferimentos para, entdo, se
multiplicarem localmente nos espagos intracelulares, como no caso de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), X. oryzae pv. oryzicola (Xoc) e
X. axonopodis pv. citri (Xac), ou espalham-se sistematicamente via sistema
vascular, como em X. campestris pv. campestris (Xcc) e X. oryzae pv. oryzae
(Xo00). A patogenicidade de Xanthomonas spp. depende do sistema de
secrecao tipo Il (SST3), que é codificado pelo grupo genético cromossémico
rhp (responsavel pela resposta de hipersensibilidade e patogenicidade). O
SST3 é induzido durante a infecgao e transloca proteinas efetoras bacterianas
(T3Es) diretamente para o interior da célula vegetal. Além disso, outros
sistemas de secrecao proteica contribuem para a viruléncia de Xanthomonas
spp. (ABENDROTH et al., 2014).



Um outro fendmeno recorrente nas Xanthomonas, e que pode estar
associado ao grau de viruléncia das linhagens, € a transferéncia horizontal de
genes (THG). Esse tipo de aquisigcao génica, mediado por transposases, por
exemplo, € responsavel por grande parte da diversificagdo genética das
bactérias da ordem Xanthomonadales, como a Xanthomonas e Xyllela, sendo
essencial para a evolugdo ao longo da histéria natural e pela adaptacéo aos
nichos do epifitismo e parasitismo vegetal (BOUCHER et al., 2003;
MONTEIRO-VITORELLO et al., 2005).

1.2 Xanthomonas citri

Xanthomonas. citri pv. citri € um patdégeno grave de plantas citricas, que
recebeu o status de organismo de quarentena. E uma bactéria conhecida ha
mais de um século, cuja doenga provocada, o cancro citrico, foi observada
pela primeira vez na india. De acordo com os resultados de um estudo
filogenético de locus unico (gyrB), que incluiu todas as espécies de
Xanthomonas. X. citri esta intimamente relacionada a 28 patovares infectantes
de diversas plantas. O cancro citrico € uma doencga bacteriana capaz de ser
causada em todas as variedades comerciais de plantas citricas e é
comumente classificado em tipos A, B e C (BANSAL et al., 2017).

Acredita-se que o tipo A tenha origem na Asia, provavelmente no sul da
China, Indonésia ou india, é o mais difundido e o que causa maior dano
econdmico. O tipo B (ou falso cancro) foi primeiramente identificado em 1923,
na Argentina, e atualmente € conhecido por estar presente apenas na
Argentina, Paraguai e Uruguai; enquanto o tipo C € limitado ao estado de Sao
Paulo, Brasil. Os tipos B e C séo considerados formas atenuadas do tipo A. O
agente causal do cancro tipo A (BANSAL et al., 2017; PATANE et al., 2019).

Duas variantes do cancro citrico tipo A foram identificadas: a variante
A* foi encontrada no sul da Asia, nos anos 1990, infectando limao mexicano;
a segunda variante, “cepa Wellington” (Aw), foi isolada em Palm Beach
County, no sul da Floérida. Analises de hibridizacdo de DNA revelaram que
Xcaw esta relacionada, de forma mais intima, as cepas XccA e XccA* do que
as cepas XauB e XauC. O gene avrGf1 foi encontrado na cepa 12879 de Xcaw,

cuja mutagao tornou-o virulento na toranja, ainda que os sintomas tenham sido



bem reduzidos quando comparados aos sintomas promovidos pelas cepas de
XccA306 (JALAN et al., 2013).

Bactérias do género Xanthomonas séo capazes de infectar pelo menos
124 espécies de monocotiledéneas e 268 espécies de dicotiledbneas, além de
fornecer excelentes estudos de caso para o entendimento das interagdes
planta-micrébio. As cepas ocasionam lesdes hiperplasicas e hipertréficas (em
relevo) circundadas por margens oleosas ou cheias de agua, com a presencga
de um halo amarelo nas folhas, caules e frutos. Além de Xcc, X. fuscans subsp.
aurantifolii (Xau), também provoca cancro citrico, mas com distribuicao
geografica e gama de hospedeiros limitados (JALAN et. al., 2013).

Um estudo identificou, por meio de analise gendmica comparativa de
X. campestris pv. campestris e XccA306, a fim de compreender os
mecanismos dos diferentes intervalos de hospedeiros e processos
patogénicos de ambas as espécies de Xanthomonas, que ambas possuem
intervalos de hospedeiros distintos. Nesse estudo, muitos genes especificos
da espécie foram apresentados, o que pode esclarecer as diferentes
especificidades de hospedeiro e de processos patogénicos dos dois
patégenos. Dessa forma, foi conduzida a analise gendmica comparativa de
XccA306 e X. axonopodis pv. citrumelo, uma cepa infectante de viveiro, que
demonstrou sua baixa viruléncia em citrus quando comparada a viruléncia de
XccA. Diferencas nos conteudos génicos foram encontradas, como o0s
efetores do tipo Il (por exemplo, PthA), o sistema de secrec¢ao do tipo IV e a
sintese de lipopolissacarideos, por exemplo, que podem contribuir para as
distingdes a respeito da viruléncia bacteriana e da gama de hospedeiro. Além
disso, o sequenciamento das cepas XauB e XauC demonstrou fatores de
viruléncia distintos, que influenciam a gama de hospedeiros de espécies
intimamente relacionadas (JALAN et al., 2013).

Algo semelhante ocorreu com o resultado da analise comparativa de
Xcaw12879 e XccA306, a qual identificou varios genes especificos que podem
contribuir para as diferengas tanto na viruléncia quanto no intervalo de
hospedeiro. Entre os genes presentes em Xcaw12879, mas ausentes em
XccA306, ha dois genes efetores, xopAG (avrGfl) e xopAF, que foram
identificados em Xcaw, XauB e XauC, mas ndo no genoma XccA306. A

presenca desses efetores em cepas, cuja gama de hospedeiros € limitada,
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promove cancro citrico, ja nos casos em que a gama de hospedeiros € mais
ampla, a aparigdo de XccA306 torna-os 6timos candidatos para efetores que
podem afetar a especificidade do hospedeiro. Sendo assim, o gene avrGfl
contribui, principalmente, para a limitacdo da gama de hospedeiros de

Xcaw12879, enquanto xopAF contribui para aviruléncia. (JALAN et al., 2013).

BACTERIOCINAS

As bacteriocinas sao substancias produzidas por bactérias capazes de
inibir o crescimento de outras que estejam presentes no meio. Possuem
origem proteica e 0s genes responsaveis por sua sintese estao localizados no
plasmideo ou no cromossomo bacteriano. Essas substancias foram
originalmente chamadas de “colicinas”, ao serem isoladas de Escherichia coli,
porém mais tarde foram identificadas em outras espécies bacterianas e, entao,
denominadas bacteriocinas (BONINI; MARINGONI; NETO, 2006).

Geralmente sdo toxinas proteicas toxicas para competidores
bacterianos intimamente relacionados. As bacteriocinas de bactérias gram-
negativas representam um grupo diverso em termos de tamanho, alvo

microbiolégico e mecanismo imunologico (MARUTANI-HERT et al., 2020).

2.1 CLASSES DAS BACTERIOCINAS

Vérias tentativas tém sido feitas para formar um esquema de
classificagdo util para bacteriocinas produzidas por bactérias gram-positivas
(KLAENHAMMER, 1993; EUISINK et al., 2002; COTTER et al., 2005; DE
JONG et al., 2006; HANG; TAGG, 2006).

As bacteriocinas de Classe | sao lantibioticos, peptideos termoestaveis
que contém pontes de tio éter e aminoacidos modificados pds-traducao.
Atualmente os lantibiéticos sdo divididos em tipos A (peptideos catibnicos
levemente lineares e flexiveis), B (peptideos mais globulares e rigidos, com
ou sem carga liquida negativa) e C (bacteriocinas de dois componentes). Elas
apresentam varias atividades que comumente resultam em desestabilizacao
da membrana, formagao de poros e/ou inibicdo da sintese da parede celular,
ao ligar-se em lipidios especificos. As bacteriocinas que pertencem a Classe
[I formam um grande e diverso grupo de peptideos termoestaveis menos

modificados pos traducado. Os efeitos que provocam nas células alvo séo
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semelhantes aos provocados pelas bacteriocinas de Classe |, mas seus
receptores parecem ser proteinas ao invés de lipideos. As bacteriocinas de
Classe lll ndo sao peptideos, mas sim proteinas termolabeis caracterizadas
de acordocom sua capacidade de promover a lise celular. Outras classes de
bacteriocinas relacionadas a bactérias gram-positivas incluem bacteriocinas
que carregam porcoes essenciais de lipidios ou carboidratos, além dos
peptideos ciclicos (ETAYASH et al., 2015; HOLTSMARK et al., 2007).

Outro tipo de bacteriocina de Classe | sdo as Microcinas. Elas séao
produzidas pelos ribossomos de enterobactérias gram-negativas, como
moléculas de defesa do hospedeiro para prosperar no meio da comunidade
bacteriana. As Microcinas sao tidas como pertencentes a ambas as Classe |
e Il, baseado em suas massas moleculares, pontes dissulfeto e a extensao da
modificagcdo pos traducdo; as de Classe | sdo pequenas e com peptideos
altamente modificados pos traducao (Mcc J25, Mcc B17, Mcc C7/C51) e as de
Classe Il contém peptideos antimicrobianos de massa molecular
comparativamente mais alta, com ou sem modificagées sutis pos tradugao
(Mcc E492 e Mcc M, V e L) (ETAYASH et al., 2015).

As bacteriocinas de Classe Il sdo as que nao contém Lantionina e nao
sdo expostas a extensas modificagcdes pods traducdo. No geral, séo
subdivididas em subclasses: Classe lla (bacteriocinas semelhantes a
Pediocina, que consiste em um peptideo anti-listerial com uma ou duas
ligacdes dissulfeto e um motivo conservador N-terminal como, por exemplo,
Pediocina PA-1, Leucocina A e Sakacin P). A Classe llb é formada por
bacteriocinas que apresentam dois peptideos diferentes, os quais, em
conjunto, apresentam concentragdo equivalente e promovem uma 6tima
atividade antibacteriana. A bacteriocinas que formam a Classe lIc sao ciclicas,
devido as porgdes N e C-terminais estarem covalentemente ligadas. A Classe
Ild pertence as bacteriocinas de peptideo linear ndo semelhante a Pediocina,
elas nado possuem sequéncias analogas as bacteriocinas semelhantes a
Pediocina. As bacteriocinas de Classe lle sdo semelhantes as da Classe lld,
porém com mais modificagdes como a conjugacao de sideréforo, por exemplo
(ETAYASH et al., 2015).
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2.2. IMPORTANCIA DAS BACTERIOCINAS EM FITOPATOGENOS
A capacidade de cepas de Xanthomonas perforans de vencer a
competicdo com Xanthomonas euvesicatoria, tanto in vivo quanto in vitro, foi,
ao menos em parte, associada a producao de trés bacteriocinas designadas
Bcn-A, Ben-B e Ben-C (MARUTANI-HERT et al., 2020).

Proteinas semelhantes a Colicina foram encontradas no genoma de
cepas sequenciadas de X. oryzae pv. oryzae e de X. campestres pv. glycines,
que € o agente causador da pustula bacteriana na soja e produtor de
Glicinecina, uma bacteriocina heterodimérica, codificada pelos genes glyA e
glyB. A gama antagébnica dessa bacteriocina tem sido encontrada em muitos
outros patovares, principalmente em X. campestres e em X. oryzae pv. oryzae,

gue provoca a ferrugem bacteriana do arroz (HOLTSMARK et al., 2007).

3. BIOINFORMATICA APLICADA AO ESTUDO DE BACTERIOCINAS

A bioinformatica € um ramo da biologia que utiliza ferramentas
computacionais para a compreensdo de problemas que abrangem desde
relacdes filogenéticas entre diferentes espécies até estudos de sequéncias
bioldégicas que podem auxiliar na produgédo de novos farmacos (VERLI, 2014).
Na bioinformatica, trés tipos de informacdes, provenientes da biologia
molecular, sao utilizadas: sequéncias gendmicas, dados transcriptobmicos
(provenientes de estudos de regulagcdo génica) e estruturas macromoleculares
(como as proteinas, por exemplo) (LUSCOMBE; GREENBAUM; GERSTEIN,
2001).

O grande volume de dados bioldgicos teve grande aumento, evento
chamado Big Data, estes dados formam conjuntos de informagées complexas
que excedem a maioria das capacidades computacionais, tornando-os
desafiadores na organizagcdo, compreensdo, estocagem, manutencdo e,
principalmente, na analise (KUMARI; KUMAR, 2014). Com relagao a analise, a
baixa disponibilidade de ferramentas como softwares ou  scripts
computacionais, que integrem diferentes perspectivas para analisar esses
dados como um todo, faz com que grande parte deles sejam descartados ou
ndo incluidos em andlises importantes no estudos cientificos (KUMARI,
KUMAR, 2014; MERELLI et al., 2014).
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A vista do grande volume de genomas procariotos disponiveis, a
gendmica comparativa € uma area que apresenta alto potencial, por pretender
identificar genes comuns no genoma completo e aqueles exclusivos de
algumas linhagens, através de analises gendmicas de uma determinada
espécie. (PALLEN; WREN, 2007; TETTELINet al., 2008). Uma das aplicacoes
desse tipo de analise € a descoberta de linhagens bacterianas que
desenvolveram resisténcia contra uma determinada forma de combate,
considerando que muitos microrganismos patogénicos estdo adquirindo
resisténcia rapida nos ultimos anos (LIU et al., 2020; RUDDARAJU et al., 2020).
A busca por bacteriocinas retrata um esfor¢o desafiador em fungao das
diversas variaveis que precisam ser exploradas. Por outro lado, a
disponibilidade de genomas bacterianos sequenciados de forma completa é
fonte de informac&o para uma nova estratégia de busca de bacteriocinas por
meio de predi¢cdes bioinformaticas obtidas por analise gendmica. As
bacteriocinas podem ser rastreadas diretamente no genoma ao ser observada
a identidade da sequéncia em associagao com bacteriocinas conhecidas, com
motivos conservados ou com genes biossintéticos. O contexto genémico das
bacteriocinas tem grande importancia em uma busca bioinformatica, por conter
genes que codificam modificagdes pos-traducionais, regulagao, processamento
de peptideos lideres, transporte e mecanismos de imunidade (PEREZ, Pedraza
et al., 2018).

Ao se tratar de bacteriocinas relativamente grandes, a busca por alguma
similaridade nas sequéncias pode ser realizada através do uso da ferramenta
BLAST, cujo algoritmo de alinhamento permite determinar o grau de identidade
entre as sequéncias que estiverem sendo comparadas. No entanto,
bacteriocinas pequenas tendem a ter uma identidade conservada mais baixa,
de modo que o uso do BLAST nem sempre fornece bons resultados. Diante
disso, diferentes estratégias sdo necessarias, como usar assinaturas de
aminoacidos ou motivos conservados como objetos de busca. Uma outra
estratégia é gerar bancos de dados especificos para bacteriocinas onde uma
busca pode ser realizada diminuindo o valor de corte dos dados sem que isso
represente um aumento no numero de sequéncias falsas positivas. Um desses
bancos de dados especificos para bacteriocinas € o BACTIBASE, o qual

contém as bacteriocinas mais bem caracterizadas e permite a comparagao com
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sequéncias problematicas (query sequences) por meio do BLAST, e outro € o
BAGEL4, uma plataforma utilizada para efetuar buscas automatizadas de
diversas bacteriocinas (PEREZ, Pedraza et al., 2018).

Dentre estudos de bioinformatica realizados sobre bacteriocinas,
podemos citar o trabalho realizado por G. Nicolas, que detectou de novas
bacteriocinas em Streptococcus mutans pesquisando por histidina quinases
seu genoma com seus Reguladores de Resposta (HK/RR) através de uma
analise do contexto gendmico utilizando bancos de dados e ferramentas
disponiveis abertamente na internet. Nesteestudo, Nicolas encontrou um novo
cluster de genes relacionados a producdo de bacteriocinas que ainda nao
haviam sido relatados. Enquanto que H. Wang et al. determinaram a ocorréncia
de bacteriocinas em cianobactérias por meio da varredura de 58 genomas nos
quais encontraram 145 agrupamentos de genes relacionados a bacteriocinas.
Para a realizagao desta busca, foram utilizados os dominios de peptideos sinal
glicina dupla, o dominio C39 e a lantionina sintase como sequéncias de
consulta (PEREZ, Pedraza et al., 2018).

Em um estudo conduzido por M. Singh e D. Sareen foi feita uma busca
por lantibidticos em genomas sequenciados utilizando a proteina LanT,
responsavel por remover o peptideo sinal e transportar lantibiéticos de classe |
para fora da célula, ativando mecanismo que ocasiona a ativagdo da
bacteriocina. Como resultado, 24 novos agrupamentos relacionados a

producdo de bacteriocinas foram encontrados (PEREZ, Pedraza et al., 2018).

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL
Diante do que foi exposto, o objetivo do presente estudo é constatar e
reconhecer bacteriocinas que se relacionem com Xanthomonas citri e alguns
de seus patovares, a fim de atualizar a comunidade cientifica tendo em vista
uma consequente melhora no quediz respeito aos métodos de combate contra

os danos provocados por tais bactérias.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
° Realizar uma busca por genomas completos de Xanthomonas

citri e alguns patovares na banco de dados do NCBI/GenBank;
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° Identificar as bacteriocinas relacionadas por meio da plataforma
BAGEL4 webserver;
° Conhecer suas respectivas estruturas e fungdes através do

software BACTIBASE;
° Construir uma arvore filogenética, utilizando o método Neighbor-
Joining, a fim de reconhecer alguma ancestralidade em comum entre as

cepas.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. OBTENCAO DOS GENOMAS

Para a realizagdo do presente estudo, foram utilizados vinte genomas
completos de bactérias que formam patovar com Xanthomonas citri, sao eles,
e suas respectivas quantidades: quatro de X. citri pv. aurantofolii, oito de X. citri
pv. fuscans e oito de X. citri pv. glycines; os quais foram obtidos no depdsito
publico do National Center for Biotechnology (NCBI)/GenBank. O fato de todas
serem sequéncias completas foi o unico critério de inclusdo, sendo a ordem
para download definida de forma cronoldgica, a partir da sequéncia mais

recentemente adicionada ao banco de dados até a menos recente.

5.2. IDENTIFICACAO DAS BACTERIOCINAS
A fim de descobrir quais bacteriocinas estdo relacionadas aos genomas
utilizados neste estudo, todos foram aplicados ao BAGEL4 webserver (van
HEEL, Auke J. et al., 2018). Em concordancia com os parametros exigidos pela
ferramenta, o download individual dos genomas, por meio do NCBI/GenBank,

foi realizado no formato FastA.

5.3. CARACTERIZACAO DAS BACTERIOCINAS
O Bactibase (HAMMAMI, Riadh et al., 2007) foi a ferramenta utilizada
para obtencdo das informagdes acerca das bacteriocinas, tais como sua
estrutura e fungdo. Na pagina inicial do Bactibase, encontra-se uma breve
introducédo acerca do que sao bacteriocinas, algumas informagdes gerais e
dados fisico-quimicos. A interface de consulta dispbe de pesquisa avancgada,
com variados parametros, e informacgdes rapidas. Os usuarios da plataforma

conseguem encontrar um peptideo de bacteriocina usando seu nome, por
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exemplo, e entdo tém acesso a listas contendo organismos bacterianos
associados a producdo de determinada bacteriocina ou listas de bacteriocinas
que sao associadas a organismos especificos. Quando a sequéncia a ser
estudada é inserida na plataforma, o programa analisa todos os peptideos
disponiveis em seu banco de dados, que contém determinada sequéncia. Os
resultados da pesquisa combinatéria podem ser baixado em formado FastA de
forma gratuita (HAMMAMI et. al., 2007).

5.4. CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA

As arvores filogenéticas tém de elucidar o parentesco evolutivo,
ancestralidade ou similaridade entre espécies. Sua construgdo se da a partir
dos dados disponiveis de forma a possuirem folhas, que correspondem as
espécies, e nos internos, que representam o0s ancestrais hipotéticos. Dessa
forma, quanto “mais proximas” forem as espécies, mais proximos serao os nos
internos condizentes na arvore (VIANA, Gerardo, 2007).

A constru¢do da arvore filogenética apresentada neste estudo se deu
através do software gratuito Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA
X). Ele é capaz de executar diversas ferramentas para filogenética e
filomedicina, e métodos analiticos, além de ndo requerer nenhum software de
virtualizagdo ou emulagédo e oferecer uma experiéncia uniforme para o usuario
independentemente da plataforma que for utilizada (KUMAR, Sudhir et al.,
2018).

6. RESULTADOS
6.1 IDENTIFICACAO DAS BACTERIOCINAS ZOOCINA A (zooA) E

MICROCINA
A ferramenta BAGEL4 foi utilizada com o intuito de identificar quais
bacteriocinas associam-se aos genomas estudados. O BAGEL4 funciona de
modo a comparar as sequéncias em estudo com as que estao disponiveis em
seu banco de dados, identificando e designando semelhancas existentes.
Através dessa ferramenta publica, foi visto que as sequéncias genémicas de
patovares de X. citri possuem genes conhecidamente associados a producao
das bacteriocinas zoocina A (zooA) e microcina, de modo que as cepas de X.

citri pv. aurantifolii, bem como as de X. citri pv. fuscans e 1157 de X. citri pv.
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glycines relacionam-se apenas com z00OA, enquanto que as demais cepas de
X. citri pv. glycines também estdo relacionadas a Microcina, além de zooA
(Tabela 1).

Tabela 1 - Bactérias, suas respectivas cepas e bacteriocinas associadas.

Bactéria Cepa Bacteriocina
FDC 1559
Xanthomonas FDC 1609 Zoocina A
Citri pv. FDC 1561
auratifolii 1566
ISO118C5
ISO118C1
ISO12C3
Xanthomonas PRS8F Zoocina A
citri pv. FH61
fuscans M12
6165R(delta)tal22B
4834-R
1157 Zoocina A
8ra
EBO8
Xanthomonas K2
citri pv. CFBP7119 Zoocina A e
glycines CFBP2526 Microcina
1018
12-2

Fonte: Autora (2022).

A interface do BAGEL4 demonstra o numero de “Areas Of Interest” (AOI)
e a “Open Reading Frame” (ORF) como resultado das analises das sequéncias
génicas. Como previamente elucidado, algumas cepas possuem AOls que
relacionam-se exclusivamente com a producdo de ZzOOA, essas sao
demonstradas com o sufixo AOI_01 (Figuras 1 e 2). No entanto, as que
possuem o sufixo AOI_02 representam as cepas que apresentam genes

relacionados com a produgao de microcina (Figura 3).
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Figura 1 - AQIs relacionadas com a producéo de zooA das cepas FDC 1559 (A), FDC 1561 (B), FDC
1609 (C) e FDC 1566 (D) de Xanthomonas citri pv. auranfifolii.

[ %o function determinad
FDC 1559 ACI_01 A B blast hitwith UniBef90
W Gere marves = :::ﬁ:umon
W Vredh cled promedess

W immunity { Transpast
£ Regulaton
O transport & Leader cleavag

B Prodctad termrinmtars
Showe or hide small ORFE

e B Protease
v

1 MNofunction determined
FDC 1561 AO|_01 B B slasthitwith Uni2sf20
W Generames = mﬁhdﬁpe‘mde
Hicaton
: 3:;:':4 EE: am@ r:fje-'s B irmunity fTransport
edicted termi nators I Rezulztion

Shesw or hide srezll ORFS

O Transport & Ltaderdeava§
& rroteass

<
;,f
2

FDC 1609 AOI_01 C B o s
8 B 2iast hitwath UniRefeo
B CorzPentide
| | Gene namas B Modificaton
W Precictsc promoters B immunity / Transpert
W Precctec terminatoss O 2egulabon

Showe or hide small CRFS [ Transport & Leader cleavad]

B 2rotease

§§§§“§’§§“‘f“°§§§§§§§§§§§§§§§’

§ 4
& & § & & = & & £ o s
i S i 1 ¥ 7 ¥ e Y

No funciion determined

FDC 1566 AOI_01 D D oo e
B Genenzrmes ] Care Bepbide
B Pescicted promotess B rsodification

Ireraunity fTranspoet
B Precicted terminators 4 i !
O Regulztion

Showe or hidz small ORFS [0 Transport & Lzader cleavag

- 0 proteass
L




19

Figura 2 - AOIs relacionadas com a producédo de zooA das cepas PR8F (A), M12 (B),

ISO118C5 (C), ISO118C1 (D), ISO12C3 (E), FH61 (F), 6165R(delta)tal22B (G) e4834-R (H) de
Xanthomonas citri pv. fuscans.
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Figura 3 - AQIs relacionadas com a produgao de zooA (sufixo AOI_01) e microcina (sufixoAOI_02)
das cepas K2 (A e B), EB08 (C e D), CFBP7119 (E e F), CFBP 2526 (Ge H), 1018 (KeL)e 8ra(M e
N) de Xanthomonas citri pv. glycines. A cepa 1557 (I) possui genes referentes apenas a produgao de

ZOOA, ao passo que a cepa 12-2 (O e P) apresenta mais de um gene correspondente aproducao de

microcina (sufixos AOI_02 e AOI_03).
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6.2. CARACTERIZACAO DE z0oA

Zoocina A é uma endopeptidase D-alanil-L-alanina e hidrolase de
peptidoglicano produzida por Streptococcus equi ssp. zooepidemicus 4881 que
objetiva outros estreptococos patogénicos, além de Streptococcus equi, mas,
principalmente, Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans, agentes
etiolégicosda infeccao de garganta e carie dentaria, respectivamente. Essa
bacteriocina apresenta dois dominios funcionais, sdo eles: o dominio catalitico
(CAT),

endopeptidases bacterioliticas, como alisostafina,

N-terminal que apresenta semelhanca com varias outras

uma enzima estafilolitica,
por exemplo, e o dominio de reconhecimento de alvo C-terminal (TRD),
responsavel por facilitar a ligagdo da enzima ao peptidioglicano, esse, por sua
vez, tem pouca semelhangca com qualquer outro dominio conservado ja
caracterizado (AKESSON et. al., 2007; GARGIS, Amy S. et. al., 2009; GARGIS,
Shaw R. et. al., 2009).

A utilizacdo de zooA numa placa artificial reduziu, significante e
seletivamente,o numero de S. mutans, o que promoveu a ideia de que zoocina
A pode ser util comoagente anticariogénico. Muito do potencial para utilizagdo

de determinada proteina como enzimatica, ocorre devido sua habilidade em
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atingir uma gama limitada de bactérias que sdo intimamente relacionadas. A
ligacdo de zoocina A por estreptococosé decisiva para sua suscetibilidade, mas
isso pode ser influenciado pela composicao do peptidoglicano (AKESSON et.
al., 2007; GARGIS, Amy S. et. al., 2009; GARGIS, Shaw R. et. al., 2009).

A utilizacdo de zooA numa placa artificial reduziu, significante e
seletivamente,o niumero de S. mutans, o que promoveu a ideia de que zoocina
A pode ser util comoagente anticariogénico. Muito do potencial para utilizagao
de determinada proteina como enzimatica, ocorre devido sua habilidade em
atingir uma gama limitada de bactérias que sao intimamente relacionadas. A
ligacao de zoocina A por estreptococosé decisiva para sua suscetibilidade, mas
isso pode ser influenciado pela composi¢ao do peptidoglicano (AKESSON et.
al., 2007; GARGIS, Amy S. et. al., 2009; GARGIS, Shaw R. et. al., 2009).

A aplicacao do teste de antagonismo diferido demonstrou que a zoocina
A elimina uma gama limitada de espécies de estreptococos, tendo as espécies
intimamente relacionadas exibindo algumas vezes suscetibilidades bem
diferentes. No geral, a sensibilidade das cepas a zoocina A, de acordo com o
que foi estabelecidoatravés do ensaio MIC a base de caldo, correlacionou-se
com aquelas determinadas por antagonismo diferido. Foi descrito que as
proteases bacterianas sdo capazes de proteger as células da agédo de
peptideos antimicrobianos e a zoocina A €& conhecida por apresentar
vulnerabilidade a varias proteases e ser resistente a outras. Sendo assim, €&
provavel que a resisténcia das cepas lactocécicas provenha da sua capacidade
de produzir uma protease a qual a zoocina A é sensivel, enquanto o S. mutans
produz proteases contra as quais a zoocina A é resistente (AKESSON et. al.,
2007; GARGIS, Amy S. et. al., 2009; GARGIS, Shaw R. et. al., 2009).

A sensibilidade das cepas a zooA correlacionada com a quantidade de
zoocina A ligada por essas células, sugere que a avidez da enzima pela
superficie da célula seja essencial para a suscetibilidade A. S. mutans é
intimamente relacionado filogeneticamente a Streptococcus rattus, porém, ao
passo que o primeiro ligou uma grande quantidade de zoocina A, o ultimo ligou
muito pouca, sugerindo que, com relagcédo as cepas de S. rattus, algum
acessorio polimero é capaz de bloquear a ligagdo, um possivel candidato é o

acido tricloroacético (TA) ligado a parede celular. O tratamento de células com
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TA é usado a fim de remover polimeros da parede celular que estejam
associados a peptidoglicanos de bactérias gram-positivas, e a zoocina Ase ligou
a substratos de peptidoglicanos de S. rattus previamente tratados com acido
tricloroacético (AKESSON et. al., 2007; GARGIS, Amy S. et. al,, 2009; GARGIS,
ShawR. et. al., 2009).

Streptococcus gordonii, intimamente relacionado a Streptococcus oralis
de forma filogenética, se liga avidamente a zoocina A, ja o segundo ndo. A
purificacao do peptidoglicano presente em S. oralis 34 ndo ligante produziu um
produto capaz dese ligar a zoocina A, indicando que a colina também pode ser
capaz de bloquear a ligacdo da bacteriocina. Parece viavel que o
peptidoglicano seja o principal sitio de ligagdo de zooA e que tanto o carboidrato
especifico de S. rattus quanto o polissacarideo contendo fosfocolina de S. oralis
sdo responsaveis pelo bloqueio da ligacdo da zoocina A as células dessas
espécies bacterianas. De qualquer modo, € improvavel que a capacidade de se
ligar ou ndo a zoocina A seja o unico fator capaz de determinar a resisténcia
celular. Houveram relatos de que as cepas de estreptococos suscetiveis a zooA
tornaram-se resistentes quando expressaram o fatorde imunidade a zoocina A
(zif). Zif se encontra numa posi¢cao adjacente a zooA no cromossomo € é
transcrito de forma divergente, além de possuir grande semelhanga com MurM
e MurN, bem como com a proteina de resisténcia a lisostafina e outras
proteinas de imunidade semelhantes a FemABX, as quais, segundo estudos
anteriores, sao responsaveis pelo fornecimento de hidrolases de ponte cruzada
de peptidoglicano por meio da inser¢cdo de um aminoacido diferente daqueles
especificados pelas proteinas normais semelhantes a FemABX, enquanto zif
ndo (AKESSON et. al., 2007; GARGIS, Amy S. et. al., 2009; GARGIS, Shaw R.
et. al., 2009).

A resisténcia especifica de zif & zooA é uma caracteristica inerente da
camada de peptidioglicano. Sendo assim, ele pode modifica-la de tal forma que
culmine nessa resisténcia. Foi constatado que zif introduz uma L-alanina
adicional nas pontes cruzadas de peptidioglicano, inibindo a ligacdo de TRD e
a hidrolise da ponte cruzada promovida por CAT. Dois tipos de modificagdes
nas pontes cruzadas de peptidioglicano interferem na atividade das

endopeptidases que hidrolisam as pontes cruzadas: através da adicdo de um
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aminoacido diferente do que esta normalmente presente nas pontes cruzadas,
acao promovida por proteinas de imunidade semelhantes a FemABX, como
descrito anteriormente, € o encurtamento das pontes cruzadas devido a
mutacdes nas peptidil transferases nao-ribossémicas envolvidas na sintese das
pontes cruzadas de peptidioglicano. Diante do exposto, € seguro afirmar que
zif € uma proteina de imunidade semelhante a FemABX, cuja fungao é inserir
uma L-alanina adicional nas pontes cruzadas de peptidioglicano, presentes em
S. equi subsp. zooepidemicus, resultando na diminuicdo da suscetibilidade a
zoocinaA, além de fornecer protecdo ao aumentar o comprimento da maioria
das pontes cruzadas de duas para trés L-alaninas. (AKESSON et. al., 2007;
GARGIS, Amy S. et.al.,, 2009; GARGIS, Shaw R. et. al., 2009).

Apesar do vasto banco de dados que compde o Bactibase, nao foi
possivel caracterizar a bacteriocina microcina, devido a impossibilidade de
reconhecer, nas sequéncias gendmicas de X. citri e seus patovares, através
dos meios requeridos para o desenvolvimento deste estudo, quais genes

especificos sao referentes a sua produgéo.

6.3. OBTENCAO DA ARVORE FILOGENETICA
A arvore filogenética foi gerada, utilizando a metodologia do teste
Neighbor- Joining, a partir do alinhamento multiplo dos 20 genomas bacterianos
completos a fim de identificar alguma ancestralidade em comum entre as cepas
(Figura 4).
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Figura 4 - Arvore filogenética construida a partir do alinhamento multiplo dos genomas
completos dascepas de X. citri pv. aurantifolii, X. citri pv. fuscans e X. citri pv. glycines.
Utilizando a metodologiado teste Neighbor-Joining.
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Fonte: Autora (2022).

7. DISCUSSAO
Os resultados das analises feitas no BAGEL4 demonstraram que

ha semelhangca genética entre as cepas bacterianas, devido ao fato de
todas possuirem genes conhecidamente associados a produg¢ao de z00A,

X. citri pv. aurantifolii, X. citripv. fuscans e 1157 X. citri pv. glycines, e outras
capazes de também produzir microcina, CBFP7119, CFBP2526, 8ra,

EBO08, K2, 1018 e 12-2 X. citripv. glycines.
A arvore filogenética mostrou a existéncia de uma ancestralidade

em comumentre as cepas de X. citri pv. aurantifolii e X. citri pv. fuscans. No
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entando, X. citri pv. glycines, as unicas capazes de produzir tanto zoocina
A quanto microcina, nao parecem ter origem de um mesmo ancestral
comum entre si ou entre as demais cepas,mesmo 1157 X. citri pv. glycines,
qgue é capaz de produzir apenas z00A.

Todas as cepas de X. citri pv. fuscans parecem ter divergido de um
unico ancestral. O mesmo acontece com as cepas de X. citri pv. aurantifolii,
mas este, por as vez, deu origem a outros dois clados menores, um
composto pelas cepas 1566 e 1561 de X. citri pv. aurantifolii, e o outro por
1609 e 1559 de X. citripv. aurantifolii.

CONCLUSAO

Nos bancos de dados de dominio publico ainda ha diversas
bacteriocinas comcaracteristicas funcionais, estruturais e filogenéticas

incertas e/ou desconhecidas.

Dessa forma, a realizacdo deste trabalho evidenciou que, ao se
tratar da espécie Xanthomonas citri e seus patovares, este assunto ainda
€ pouco abordado ou conhecido pela comunidade cientifica. O que torna
este estudo um dos primeiros a discutir tal tema e a evidenciar o quao
pouco se sabe no que diz respeito a esses aspectos das bactericionas
relacionadas a patovares de X. citri.

A vista do que foi apresentado, fica evidente que as espécies
bacterianas aquiutilizadas possuem algumas caracteristicas genémicas e
filogenéticas semelhantes, fatos esses que foram assegurados pela
presenca de genes referentes a produgdo dezoocina A, nas cepas de X.
citri pv. aurantifolii, X. citri pv. fuscans e 1157 X. citri pv. glycines, e também
de microcina, em 8ra, 12-2, 1018, CFBP 2526, CFBP7119, EB08 e K2 de
X. citri pv. glycines. Bem como pela estrutura da arvore filogenética
construida, que reforca a ideia de semelhancga entre as cepas de X. citri pv.
aurantifoliie as de X. citri pv. fuscans, ao passo que distancia as de X. citri
pv. glycines.

Nao podemos concluir que os tais genes conhecidamente

associados a producdo de microcina podem ter alguma relagcdo com o



desconhecimento acerca deuma possivel ancestralidade em comum entre
as cepas de X. citri pv. glycines, mesmo que as mesmas também
apresentem os que produzem z0OA.

Este trabalho corrobora com a ideia de que novos estudos sao
necessarios para a ampla concepgao de tais substancias, principalmente
com relagao a microcina,que ndo pode ser caracterizada pelos métodos
utilizados para o desenvolvimento deste estudo, indicando que esta pode
ser uma bacteriocina ainda precariamente analisada. Bem como elas
podem ser utilizadas no combate e prevencdo aos danos causados por

diversas bactérias.

30
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