—_— S
W7 S\ =)

XXIX Congressa de Iniciagéo Cientifica

\N\- // INICAMP @cweo

Avaliacédo do papel das proteinas HslU e RnK na
regulacéo de proteinas do SSVI de Xanthomonas citri
subsp. citri

Palavras-Chave: Xanthomonas citri, Dictyostelium discoideum, SSVI

Autores/as:
Gabriel Caio Kokkonias e Castro — Universidade Estadual de Campinas

Profa. Dra. Cristina Elisa Alvarez-Martinez (orientadora) — Universidade Estadual de

Campinas

INTRODUGAO:

O cancro citrico é uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), e causa
lesdes circulares em folhas, ramos e frutos de citricos, além de desfolha e queda de frutos (Behlau e Belasque,
2014). Essa doenca é de particular interesse para o Brasil, maior produtor mundial de laranja (CONAB, 2017),
gue a controla por meio da eliminagdo de plantas contaminadas e pesticidas (Behlau et al., 2007). A Xac
infecta as plantas através de aberturas no tecido, e sobrevive em vegetais mortos no solo, sendo de dificil
eliminacdo. A espécie é uma Gammaproteobacteria aerdbica obrigatéria, com um flagelo polar (Brunings e
Gabriel, 2003).

A Xac é predada pela ameba Dictyostelium discoideum, que vive no solo e se alimenta por fagocitose
de bactérias (Clarke, 2010; Bayer, 2018). Existem diversos mecanismos bacterianos de defesa contra esse
organismo, como a secregao de substancias que interferem com a sua viabilidade ou capacidade de realizar
a fagocitose (Steinert e Heuner, 2005). As bactérias Gram-negativas utilizam sistemas de secre¢do para
liberar proteinas para o meio externo ou células alvo, com fungdes diversas, como viruléncia e aderéncia
(Costa et al., 2015), (Bittner e Bonas, 2010). Xac possui seis tipos de sistema de secre¢do, e o sistema de
secrec¢do do tipo 6 (SSVI) é responsavel pela resisténcia a predacdo pela ameba. A regulagdo da expressdo do
SSVI é mediada pelo fator sigma alternativo de fungdo extracitoplasmatica EcfK (Bayer-Santos, 2018).

EcfK regula indiretamente o SSVI, através da regulagdo positiva do fator transcricional Tagk, que
regula os genes do SSVI. De acordo com dados do grupo de pesquisa, linhagens de Xac superexpressando
EcfK apresentam aumento do mRNA dos genes codificadores de proteinas do SSVI, mas ndo dos niveis das
proteinas. J& em linhagens que superexpressam TagK, tanto os niveis de mRNA quanto de proteinas sdo
aumentados. Esses dados sugerem que algum outro gene do regulon de EcfK interfere com o acimulo de
proteinas do SSVI (Lima & de Santana, manuscrito em preparagao).

Além de TagK, EcfK regula positivamente outros genes, incluindo rnk, que codifica uma proteina que
interage com a RNA polimerase, e hslU, que codifica uma “unfoldase” que forma um proteassomo com HslV
(Sundar et al., 2012). E possivel que o aumento de HslU cause a degradacdo das proteinas do SSVI (Figura 1).
Ja o gene rnk, regulator of nucleoside kinase, ndo tem suas fun¢Ges bem estabelecidas na literatura, mas tem
semelhanga com fatores Gre e anti-Gre (Valerie et al, 2008), com dominios de interacio com RNA
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Este projeto tem como
objetivo determinar se os genes
hslU e rnk interferem com o
acumulo de proteinas do SSVI de
Xac, e se eles sdo relevantes para a
defesa da bactéria contra D.
discoideum. O projeto foi iniciado
em fevereiro de 2021, e estd em
andamento em carga horaria
presencial reduzida, devido a
pandemia da COVID-19.
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Figura 1 — Contexto gendmico dos genes hs/U e rnk em Xac.

METODOLOGIA:

Construgado de linhagens mutantes com delegdo em fase - Para obtencdo de linhagens com delecado
em fase dos genes de interesse, foi utilizado o vetor plasmidial pNPTS138, que ndo se replica em Xac e
confere resisténcia a canamicina, além do gene sacB, que confere sensibilidade a sacarose. Serdo obtidas
construcées carregando insertos com dele¢des dos genes, criados a partir de PCR (Figura 2, Tabela 1), de
maneira a manter as regiGes adjacentes a cada gene, assim como uma pequena parte de suas regides
codificadoras. Além disto, os insertos terdo regides de homologia que possibilitam a fusdo com o plasmideo
por protocolo In-Fusion (Takara Bio Inc, 2016), que une os insertos e vetor por complementaridade (Figura
3).

Primer Seq 5’-3’

GC-hslU-F1 | gcgtcacggccgaagctagetggecatacggtcatgaag

GC-hslU-R1 | ggcggtatcgatattaggcattagg

GC-hslU-F2 | atgcctaatatcgataccgccGGTGAGCTGGTACAGGAT

GC-hslU-R2 | GTAATACGACTCACTAGTGGGGCCCTCACCACTCCCGATTACC

GC-rnk-F1 | GCGTCACGGCCGAAGCTAGCCTGTCGCAGCTGTTCAAGGAAT

GC-rnk-R1 | AAGGTCGCGGCTGGATAC

GC-rnk-F2 | gtatccagccgcegaccttactgecgtgcacgagceaa

GC-rnk-R2 | GTAATACGACTCACTAGTGGGGCCCTTGAAGATCAGCGTCAGGTTGC

Tabela 1 — Primers utilizados para PCR. Sequéncias em azul sdo homadlogas com os genes de interesse, e em vermelho,
com o vetor. Nucleotideos sublinhados denotam homologia com outro primer.

As linhagens mutantes de X. citri serdao obtidas através de um processo de dupla recombinagao:
durante a transformacao por eletroporacao, pode ocorrer uma recombinacdo homologa entre as regides
flanqueadoras dos genes no vetor e no genoma, resultando na integra¢do de todo o inserto. Como o
plasmideo ndo se replica em Xac, col6nias selecionadas por resisténcia a canamicina e sensibilidade a
sacarose contém o inserto integrado. Ja a segunda recombinacdo resulta na perda do plasmideo e uma das
cOpias do gene, podendo as colbnias que a sofreram serem selecionadas em meio com sacarose, e por
sensibilidade a canamicina. Para a confirmacdo de ambos os eventos de recombinacdo e identificacdo da
manutencdo das cdpias selvagem ou mutante, sera realizado PCR.
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Andlise de extrato celular por western blot — Linhagens com as dele¢des em fase descritas serdo
transformadas com o vetor para super-expressdo da vers3o constitutivamente ativa de ecfK, ecfK™*, sob
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Figura 2 — Estratégia para criacao de insertos para dele¢cdo em fase dos genes. Em

verde, estdo representados os primers, e em azul, os genes a serem deletados. A
— Esquema de rnk; B — Esquema de hslU.

controle de promotor
regulado por arabinose.
As linhagens serdo
cultivadas em meio
contendo arabinose, de
forma a induzir expressao
de ecfK™. Apébs 2 horas
de inducdo, as bactérias
serdo coletadas e lisadas,
e sera feita eletroforese
em gel de poliacrilamida
para separar proteinas
por seu tamanho, e as
proteinas serdo
transferidas para
membranas de
nitrocelulose,
possibilitando deteccao
por anticorpos especificos
contra Hcp e VrggG,
proteinas do SSVI. Desta
forma, sera possivel
perceber interferéncias
dos genes de interesse na
regulagdo pds-
transcricional do regulon
de EcfK.

Ensaios de fagocitose — Os ensaios de placa de fagocitose serdo feitos em placa de 24 pogos
contendo SM agar com tapete de bactéria, no qual sdo adicionadas diferentes concentra¢des de células de
D. discoideum, e incubadas por 6 dias a 22°C. Dessa forma, sera possivel analisar a importancia de HslU e

RnK na resisténcia a predagao.
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Figura 3 — Esquema de funcionamento da enzima In-Fusion, representada em verde. Em tons de roxo, as regides

homologas.
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RESULTADOS:

Construgao de insertos para delegao em fase — Para obter os insertos necessarios a confecg¢ao das
construcdes com delecdo em fase, foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) com os primers
descritos na tabela 1, resultando em 4 amplificons, correspondentes as regides flanqueadoras de cada gene
de interesse, e uma pequena porgao dos genes. Apds purificacdo dos fragmentos, foi feita uma eletroforese
com gel de agarose para identificar cada amplificon (Figura 4). Devido ao mecanismo de funcionamento da
enzima In-Fusion, ndo ha necessidade de realizar segunda PCR para unir os dois fragmentos
correspondentes aos flancos de cada gene, que serdo ligados diretamente no vetor pNPTS (Figura 3).
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