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INTRODUCAO

Xylella fastidiosa € uma bactéria gram negativa, que se aglomera no interior do xilema
de diversos hospedeiros, blogueando a passagem de agua e nutrientes (CHATTERJEE et
al., 2008). A infeccdo por X. fastidiosa 9a5c pode desencadear, nas laranjeiras, uma
doenca conhecida como Clorose Variegada dos Citros (CVC) que apresenta sintomas que
comprometem o fruto e inviabiliza sua comercializacdo (ALMEIDA et al., 2005). Apesar
da CVC estar controlada no pais atualmente, infeccdes por X. fastidiosa vem sendo
reportada em regides da Europa e Asia afetando pereiras, videiras, amendoeiras e
oliveiras (SU et al.,, 2013, AMANIFAR et al., 2014, MARTELLI et al., 2015).
Organoteluranas sdo compostos derivados de teltrio que causam efeitos tdxicos em varios
modelos celulares e animais, incluindo microrganismos como, por exemplo, Leishmania
chagasi (EL CHAMY MALUF et al. 2016). Interessantemente, a telurana OTD (Octa-
O-bis-(R,R)-tartarato ditelurano) demonstrou atividade antimicrobiana sobre o biofilme
de Escherichia coli, inibindo completamente sua formagao (YALEW et al., 2013). Torna-
se, entdo, interessante investigar a acdo de outros compostos derivados de teldrio sobre
Xylella fastidiosa, como a organotelurana RF-28. Neste contexto, 0 presente projeto teve
como objetivo estudar os efeitos da telurana RF-28 sobre a fitobactéria Xylella fastidiosa
subsp. pauca (9a5c).

OBJETIVOS

Investigar o efeito da organotelurana RF-28 sobre a bactéria fitopatdgena Xylella
fastidiosa subsp pauca (9a5c), in vitro, avaliar o efeito de RF-28 sobre o biofilme estéatico
de X. fastidiosa e verificar a modulacdo de genes envolvidos na sintese de biofilme e
exopolissacarideos no tratamento com RF-28 por meio de PCR quantitativo.

METODOLOGIA

As bactérias foram crescidas na presenca da telurana RF-28 (5 uM, 10 uM e 15 uM) e do
antibiotico kanamicina (5 pg/mL, 10 pg/mL e 15 pg/mL), além das réplicas-controle. Ao
longo do tratamento, foram retiradas aliquotas de 20 L e depositadas em placas contendo
meio PW solido para acompanhar o padréao de crescimento. Ao final de cinco dias, 0 RNA
foi extraido utilizando fenol-cloroférmio e purificado com RNeasy Mini Kit (Qiagen) e o
cDNA sintetizado usando Superscript Il RT (200 U/uL - Invitrogen) e posteriormente
purificado em Microcon YM-30 (Millipore). Cada qPCR foi realizada em triplicata,
sendo constituida de: 100 ng de cada cDNA, 100 nM de cada primer (Forward e Reverse)
e 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix 2x® (Applied Biosystems). A ORF XF1311
foi utilizada como normalizador. As amplificagcdes foram realizadas em aparelho ABI
Prism® 7500 Real time PCR System (Applied Biosystems®), nas condi¢bes indicadas



pelo fabricante. Para verificacdo do biofilme estatico, as células foram coradas com
Cristal de Violeta (1%) conforme Yalew e colaboradores (2013). A anélise estatistica dos
dados foi feita no Sofware GraphPad Prism 6, utilizando analise de varidncia (ANOVA
one way) seguido de pds teste de Tukey para as curvas de crescimento, sendo
estatisticamente significativo (p< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos mostraram que a telurana RF-28 ndo foi capaz de inibir
significativamente o crescimento de X. fastidiosa nas concentracfes testadas (5 uM, 10
UM e 15 uM). Como esperado, a Kanamicina inibiu fortemente o crescimento, sendo letal
na maior concentracgéo testada (20 pg/mL). Este resultado foi complementado pelos testes
em placa, onde foi verificado 0 mesmo padrdo de crescimento. Interessantemente, 0
tratamento com RF-28 afetou significativamente a formagdo do biofilme estatico em X.
fastidiosa de maneira dose-dependente. O biofilme é um importante fator de viruléncia
diretamente relacionado ao estabelecimento da CVVC e consiste em uma comunidade
bacteriana unida por uma matriz extracelular composta por exopolissacarideos. A
aderéncia confere ao microrganismo maior resisténcia e adaptabilidade e impede a
passagem de agua e nutrientes no xilema (KILLINY et al., 2013). Ensaios de gPCR
avaliaram a modulagdo dos seguintes genes aparentemente associados a formagdo do
biofilme: XF 2538 (pilC) envolvido na sintese de pilus e na agregacéo e adesao, XF0889
(adesina afimbrial do tipo hemaglutinina) envolvido no processo de agregacao e adesao,
XF 2326 (GumJ) e XF 0986 (CgsA), envolvido na producédo exopolissacarideos (EPS) e
transicdo de um estado movel para agregado (CASTIBLANCO & SUDIN, 2015). O gene
pilC apresentou perfil superexpresso em resposta a RF-28, ao contrario do que era
esperado. Em contrapartida, conforme previsto, adesinas afimbriais do tipo
hemaglutinina apresentaram perfil sub-regulado. Porém, nao foi possivel detectar RNA
mensageiro (MRNA) correspondente aos genes GumJ e CgsA. E importante destacar que
0 normalizador utilizado para estes testes: XF1311 (proteina MreD) (CIRAULO et al.,
2010) n&do apresentou comportamento estavel nas condi¢des experimentais empregadas,
tornando o experimento inconsistente. E sabido que RNAs ndo codificantes, ja descritos
em microrganismos como Staphylococcus aureus (BENITO et al., 2000), exercem papel
na regulacdo da expressao génica, ligando-se a0 mMRNA e afetando sua estabilidade ou
prejudicando a acessibilidade do ribossomo, podendo atuar em genes envolvidos na
viruléncia e formacdo de biofilme (GHAZ-JAHANIAN et al., 2013). O fato de
determinados genes sofrerem alteracdes pos-transcricionais poderia explicar a auséncia
de mRNA correspondentes aos genes GumJ e CgsA. Dessa maneira, nossos dados podem
estar sendo mascarados por mecanismos de controle pos transcricionais. Algumas
evidéncias para a existéncia desse tipo de controle em X. fastidiosa estdo sendo avaliadas
atualmente pelo nosso grupo pesquisa, em experimentos de RNAseq e analises in silico.
Portanto, sera necessario conduzir novos experimentos para elucidar plenamente esta
possibilidade, haja vista que ndo ha estudos que descrevam tal fenbmeno para a bactéria
em questao.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que, nas concentragdes testadas,
RF-28 ndo exerce influéncia significativa sobre o crescimento celular in vitro de X.
fastidiosa subsp pauca. No entanto, observou-se que o composto inibiu a formacgéo de
biofilme até mesmo nas menores concentragcdes testadas. Em conjunto, estes
experimentos nos mostram que RF-28 parece ser capaz de inibir a formacao de biofilme,
sem que este efeito esteja relacionado com a inibicdo do crescimento. Ao contrario do



que se esperava, o0s ensaios de gPCR conduzidos a fim de avaliar o efeito da droga sobre
determinados genes envolvidos na formacdo do biofilme apresentaram perfis inesperados
de superexpressdo e auséncia de RNA mensageiro correspondente. Além disso, 0
normalizador utilizado apresentou comportamento instavel nas condigdes experimentais
empregadas, impossibilitando a confirmacdo da hip6tese. Estudos mostram que genes
envolvidos no processo de formacao do biofilme podem sofrer influéncias de fatores pds
transcricionais, como RNAs ndo codificantes. Isso poderia explicar a inconsisténcia dos
dados gerados. Nao ha ainda estudos que descrevam este processo para Xylella fastidiosa,
sendo interessante conduzir novos experimentos visando elucidar os dados obtidos aqui
a respeito da resposta da bactéria frente ao tratamento com a RF-28.
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