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Introducgao:

A bactéria Xanthomonas citri (Xac) é o fitopatdégeno causador do cancro citrico, uma
doenga que impacta fortemente a produtividade de plantas citricas. Isso gera grandes
perdas econémicas para varios paises e apresenta um impacto particular no Brasil, que é
um dos principais exportadores de laranja e suco de laranja do mundo (USDA,
https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/citrus.pdf, Janeiro de 2021). A Xac pode
sobreviver como epifita sobre as superficies das folhas sem causar sintomas, até que tenha
acesso ao parénquima mesofilo de plantas suscetiveis, seja pelas aberturas dos estébmatos
ou por lesdes foliares. Uma vez no mesofilo, a bactéria desenvolve sua patogenicidade: séo
formadas lesbes, e eventualmente erupgdes que facilitam a transmissado da Xac para novas
plantas através da chuva e do vento (Brunings & Gabriel, 2003).

A Xac é predada pela ameba Dictyostelium discoideum, que vive no solo e em
superficies foliares, se alimentando de bactérias por fagocitose. Um dos mecanismos de
defesa implementados pela Xac contra a predacao por eucariotos é o uso de Sistemas de
Secrecgdo, que sao complexos proteicos macromoleculares responsaveis pela descarga de
efetores no ambiente ou no citoplasma de outras células. Os efetores podem ter diversas
fungdes, como aderéncia ou citotoxicidade.

Foi demonstrado que a expressao dos componentes do Sistema de Secreg¢do do
Tipo 6 (SS6) de Xac ¢é afetada positivamente quando um fator-o da familia
extracitoplasmatica (05°F) - o fator-o EcfK - é ativo constitutivamente. Diferentemente de
outros fatores o, EcfK é regulado por fosforilagdo direta, através da acdo da proteina
quinase PknS. Desta forma, a ativagcao da quinase PknS possui, possivelmente, um efeito
indutivo indireto sobre a expressdo dos componentes do SS6, através da fosforilagao do
fator o EcfK.
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A via de sinalizagdo que promove a ativagdo de EcfK através da fosforilagdo por
PknS ainda nao é plenamente compreendida. Analises in silico de PknS mostram que a
proteina possui um dominio quinase amino-terminal e uma regiao transmembrana, além de
uma porgao possivelmente periplasmatica contendo dois dominios do tipo tetratricopeptideo
(TPR) - motivos estruturais responsaveis por mediar interagdes entre proteinas.
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Este trabalho busca iluminar a via de sinalizacdao que leva ao funcionamento da
PknS, através da melhor caracterizacdo das fungdes de seus diferentes dominios. O
conhecimento aqui produzido pode ter aplicagdes na produgcdo de tecnologias que
desabilitem a expressao e ativacao do SS6 em Xac, reduzindo o impacto do cancro citrico
em plantagdes e as perdas econdmicas dos produtores de laranjas e outras plantas citricas.

Especificamente, este trabalho visa avaliar se a atividade quinase da regido

citoplasmatica de PknS é modulada pela localizagdo transmembrana da proteina e por seu
dominio periplasmatico.

Metodologia

1. Obtencgao das linhagens expressando PknS truncada
Os primers se alinham com o gene codificante da quinase PknS da seguinte forma:
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P1: Forward, Nhel, FLAG
P2: Forward, Nhe1l

P3: Reverse, Sall

P4: Reverse, Sall
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Os produtos de amplificagdo do gene truncado foram clonados em um plasmideo
pBRA (que confere resisténcia a estreptomicina e é capaz de replicar em Escherichia.coli e
Xac), sob controle de promotor induzivel por arabinose. A clonagem em E.coli se deu
através da digestao com enzimas de restricdo do vetor e dos amplicons, seguida de uma
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reacao de ligacao e selegao por estreptomicina. Os vetores foram extraidos de E.coli e
transformados em uma linhagem ApknS através de eletroporagao. Dois clones foram
usados em experimentos subsequentes: P1+P3; P1+P4. O primer P1 gera clones com o
epitopo FLAG na regido N-terminal.

2. Anadlise de extrato celular através de Western Blot
Inéculos das linhagens complementadas com a proteina truncada foram
normalizados a D.O 500nm = 0.1. Durante a fase log de crescimento, foi adicionada
arabinose (0.3% do volume total do in6culo). Nos periodos de 30 min e 2 horas apds a
inducéo, foi retirado o extrato celular de proteinas de cada um dos inéculos, para que eles
fossem utilizados em experimentos de Western Blot.

3. RTPCR
A partir da indugao por adigao de arabinose/repressao por adigéo de glicose,
também foi extraido o RNAm total das amostras apds 30 minutos. As amostras foram salvas
em trizol e guardadas a -80°C para serem utilizadas em experimentos de quantificagéo
através de rt-qPCR. Sera medida a expressao de trés genes codificantes de proteinas
estruturais do SS6.

4. Ensaios de fagocitose
Serao realizados ensaios ja padronizados no laboratério para verificar o fenétipo da
sobrevivéncia das bactérias testadas contra predagao por D. discoideum.

Resultados

1. Obtengao dos clones

Figura 1: Resultados das amplificagbes com cada par de primers. O produto de P1+P4 foi
amplificado posteriormente, sendo utilizado na formagao de um dos clones.
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1- P2+P4 = 1294bp;
2- P2+P3 = 1159bp;
3- P1+P4 (ndo amplificado) = 1319bp. “TMD”;
4- P1+P3 = 1184bp. “Kin”;
5- Marcador GeneRuler DNA ladder 1kb Thermo Scientific
Os produtos das amplificagbes que utilizaram o primer P1 (forward, peptideo FLAG)
foram inseridos no plasmideo pBRA, e o inserto foi clonado em XacApknS através de
eletroporacgao. Assim, foram geradas linhagens de Xac que expressam:
1- PknS truncada imediatamente a montante da regido transmembrana (Kin)
2- PknS truncada imediatamente a montante da regido TPR (TMD)

Ambas as linhagens expressam a proteina fusionada ao epitopo FLAG
(DYKDDDDK).

2. Analise de extrato celular dos clones

Extratos proteicos foram obtidos de culturas das linhagens contendo cada uma das
construgdes, apds 2 horas de indugdo com arabinose ou cultivadas na presenga de
glicose. A presenca das diferentes versées de PknS foi analisada por imunoblot,
usando anticorpo Anti-FLAG.
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As proteinas aparentam ter o tamanho esperado: Kin=40.85 kDa; TMD=49.9
kDa. Uma banda inespecifica do extrato protéico de Xac é detectavel pelo anticorpo
que se liga ao epitopo FLAG, e pesa em torno de 60 kDa.

Em seguida, os extratos foram marcados em uma mesma membrana com 0s
anticorpos anti-FLAG e anti-Phospho Thr (marcador de residuos fosforilados), de
forma a verificar se as proteinas se encontram fosforiladas in vivo. Resultados
preliminares mostram que as proteinas modificadas sao fosforiladas nestas
condicbes. No modelo atual de funcionamento da PknS, o sinal extracitoplasmatico
da presencga da ameba permite que a proteina seja autofosforilada e ativada.

Serdo feitos novos experimentos de imunoblot para confirmar estes
resultados, bem como experimentos para verificar a presenca de proteinas
componentes do SS6 em cada condicao. Também foram e serdo feitos experimentos
de imunoblot utilizando os extratos com tempo de indugao de 30 minutos.

Perspectivas

Ainda estdo sendo produzidos dados para este projeto. No momento, o trabalho é
focado na analise dos extratos de proteina obtidos a partir dos clones. Nos ultimos meses
da duragdo, sera analisada a expressdo de genes componentes do SS6 através de
gRT-PCR. Além disso, serao realizados ensaios de fagocitose com D.discoideum, de forma
a verificar a sobrevivéncia das linhagens obtidas contra a predagao pela ameba.
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