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1. INTRODUCAO

O género Xanthomonas abrange mais de 30 espécies de bactérias gram-
negativas, sendo muitas destas patdogenos de plantas de elevada relevancia
comercial, como arroz, feijdo, soja e citrus. As espécies deste género sao
usualmente sub-classificadas em patovares e subespécies de acordo com o
hospedeiro que € infectado, doengca que € acarretada, ou com base em
caracteristicas fenotipicas especificas(RYAN et al., 2011).

A espécie X. fuscans subespécie fuscans (Xff) € um dos principais
patogenos de feijdo, agente etiolégico da mancha bacteriana foliar (do inglés
common blight of bean, ou CBB) (AKHAVAN et al., 2013). Esta doenga pode levar
a perdas de producado de até 40%, e tem um impacto particularmente alto nas
américas e Africa, onde o feijdo representa uma das principais fontes de proteinas
para alimentagdo humana(GRAHAM; VANCE, 2003; MORRIS; MONIER, 2003).
Deste modo, o devido controle desta bactéria nestas regiées vem se tornando uma
problematica cada vez mais relevante.

A patogénese da Xff se da através de um processo progressivo de invaséo
dos tecidos da planta, que comecga pela formagao de biofiime na sua superficie
(sendo este majoritariamente composto por polissacarideos como a xantana),
passando pela invasdo dos estdbmatos e mesofilo, e que por fim a chega e
colonizagdo dos tecidos vasculares (JACQUES et al., 2005; RUH et al., 2017). A
capacidade de invadir, infectar e evadir as defesas da planta € garantida por
diversos genes de viruléncia, desde enzimas de degradacéo, polissacarideos que
forma biofilmes, conjuntos de proteinas efetoras, proteinas adesinas, dentre outros.
(DARRASSE et al., 2013) Entretanto, ainda ha uma grande limitagdo de dados
gendmicos sobre esta linhagem, sobretudo de isolados locais, o que dificulta o
entendimento de sua diversidade molecular e patogendémica.

Deste modo, no presente trabalho é descrito 0 sequenciamento do primeiro
genoma brasileiro de X. fuscans subsp. fuscans, tendo sido a cepa, denominada
Xap49, obtida de feijdées (Phaseolus vulgaris L) infectados e sintomaticos no estado
do Rio Grande do Sul (Brasil).
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2. METODOLOGIA

o sequenciamento do genoma completo da cepa Xap49 foi realizado com a
plataforma Illumina MiSeq usando-se uma biblioteca paired-end de 500 bp de
inserto, sendo este processo executado pela empresa Neoprospecta
(https://Ineoprospecta.com/). A remogao de leituras de baixa qualidade e
adaptadores foi realizada com as ferramentas FASTXtoolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/) e Trimmomatic (http://www.usadellab.org/).

O processo de montagem de novo foi realizado com as ferramentas Velvet
(ZERBINO; BIRNEY, 2008), SGA, Ray (BOISVERT; LAVIOLETTE; CORBEIL,
2010), SPAdes (BANKEVICH et al., 2012) e CLC Genome Workbench, sendo os
resultados destes programas integrados pelo CISA (LIN; LIAO, 2013) para a
geragcdo de uma montagem consenso. A montagem gerada foi alinhada contra o
banco de dados do GenBank para a identificagdo de contigs que pertencem a
plasmideos, sendo estas montadas separadamente. As contigs identificadas como
pertencentes ao cromossomo foram ordenadas com uso da ferramenta CAR com
base no genoma da cepa 4834-R (GenBank: NC_022541.1), e um processo de
gap-closing foi realizado com a ferramenta IMAGE (TSAIl; OTTO; BERRIMAN,
2010). A anotagao do genoma foi realizada com a ferramenta Genix (KREMER et
al., 2016).

De modo a se analisar as diferentes entre as cepas Xap49 e 4834-R,
realizou-se uma analise de variantes a partir dos dados de sequenciamento
filtrados apds o pré-processamento, sendo usada uma pipeline baseada nos
programas Samtools, Bcftools e VCFULtils (LI et al., 2009) para identificagdo das
variantes e SnpEff (REUMERS, 2004) para identificacdo do efeito de cada variante,
sendo os genes preditos como mutados anotados com o banco de dados COG
(TATUSOQV et al., 2000). Uma analise de gendmica estrutural também foi realizada,
sendo usada a ferramenta Mauve para identificacdo de inversdes e translocagdes
estruturais no genoma da cepa Xap49.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da montagem e anotagdo estdo sumarizados,
respectivamente, nas Tabelas 1 e 2. Além do genoma cromossomal, através da
estratégia de montagem empregada foi possivel se identificar a presenca de 3
plasmideos, sendo dois destes homologos dos plasmideos plA e plC que haviam
sido previamente descritos na cepa 4834-R, e um terceiro, denominado plX, que é
similar ao plasmideo pAX22 de A. xylosoxidans subsp. denitrificans. Neste
plasmideo foi identificado um grande numero de genes associados ao processo de
conjugagao bacteriana, alem de muitas proteinas hipotéticas e genes que codificam
para enzimas de restricao similares a notl. Ja no cromossomo foi possivel identificar
diversos genes associados ao processo de patogénese, incluindo operons
associados a sintese da goma xantana (associada ao biofilme), como o operon
gumBCFEFGHIJK, transportadores do tipo ABC e proteinas efetoras da familia
TALE, que atuam na regulagao da expresséo génica do hospedeiro.
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Tabela 1. Resultado geral da montagem final do genoma da cepa Xap49

Replicon Tamanho (bp) N. Contigs N50 (contigs)
Cromossomo 5182257 70 112211

plA 41822 4 26697

plC 34064 5 5176

pIX 18734 2 15216

Tabela 2. Resultado geral da anotagéo gerada usando a ferramenta Genix para o genoma da cepa
Xap49

Replicon CDS tRNA rRNAs tmRNAs Outros*
Cromossomo 4218 61 7 1 49

plA 49 0 0 0

plC 37 0 0 0 0

pIX 20 0 0 0 0

*= Qutras familias de elementos ndo codificantes

Através da analise de variantes foi possivel se identificar 299 SNPs entre as
duas cepas, e 29 INDELs, indicando que existe uma grande similaridade entre elas.
No que diz respeito ao contexto destas mutagdes, a grande maioria foi predita em
regides intergénicas, upstream/downstream ou como tendo efeito silencioso, sendo
as mutagdes missense observadas apenas em alguns processos biologicos, como
transducédo de sinal, mobiloma e metabolismo de ions. Entretanto, observando os
resultados da analise estrutural comparativa (Figura 1) foi possivel identificar a
presenca de rearranjos estruturais, indicando a existéncia de uma certa
plasticidade genémica neste grupo de bactérias.

500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3008000 3500000 4000000 4500000
T

M ﬂﬂﬂnﬂﬂf

P

"

—
— =
’//

s

Figura 1. Resultado da analise de gendmica estrutural comparativa gerada pelo programa Mauve
para os genomas das cepas Xap49 e 4834-R.
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4. CONCLUSOES

A disponibilidade de novos dados gendmicos de cepas locais de X. fuscans
subsp. fuscans pode prover dados relevantes para um melhor entendimento das
caracteristicas genéticas destas bactérias, bem como ser usados em analises
evolutivas, de patogendmica, e ser aplicada no desenvolvimento de novas
abordagens para controle a rastreamento destas. Os dados do genoma da cepa
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Xap49 podem ser acessados no GenBank através dos codigos de acesso
CP023294, CP023295, CP023296 e CP023297.
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