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RESUMO

Estudos genéticos em qualquer organismo requerem ferramentas eficazes para se alterar a
expressao génica. Dentre estas, os riboswitches oferecem uma alternativa bastante atrativa para
modulacéo da expressao de genes de interesse, onde € possivel ligar e desligar tais genes sem a
remocao dos mesmos dos genomas. Esta alternativa permite o estudo direto de um gene e a
avaliagdo da sua falta (quando desligado ou “OFF”), bem como permite o reestabelecimento do
selvagem sem a necessidade da complementacdo padrdo (estado “ON”). Na busca por melhores
condicdes de caracterizacdo genética e do desenvolvimento de ferramentas dedicadas para
estudos de genes essenciais ou de dificil caracterizagdo em Xanthomonas citri, avaliamos 0 uso
de um sistema de riboswitch theo/metE para o controle de expressao génica nesta bactéria. A
caracterizacdo propriamente dita foi realizada alterando-se a expressdo dos genes parB e a-
amilase. O sucesso destas estratégias permitiu o silenciamento dos genes parB e e a-amilase, e
ainda, foi possivel observar que a inibicdo da transcricdo do gene a-amilase refletiu em um
decaimento da enzima a-amilase estando o riboswitch theo/metE na presenca de seu metabolito
alvo, ateofilina. Os resultados indicam que o riboswitch theo/metE utilizado neste estudo é uma

ferramenta genética em potencial para silenciamento génico em Xac.

Plavras-chaves: ferramenta genética, expressdo génica, Xac, cancro citrico.



ABSTRACT

Genetic studies in any organism requires effective tools to change gene expression. Among
these, the riboswitches offer a very attractive alternative to modulation of the expression of
genes of interest, where it is possible to turn on and turn off such genes without removing them
from the genomes. This alternative allows the direct study of a gene and the evaluation of its
lack (when disconnected or "off"), as well as it allows the reestablishment without the necessity
of the standard complementation (state "ON"). In the search for better conditions of genetic
characterization and the development of tools dedicated to studies of essential genes or of
difficult characterization in Xanthomonas citri, we evaluate the use of a system of riboswitch
theo/metE for the control of gene expression in this bacteria. The characterization itself was
performed by altering the expression of the parB and a-amylase genes. The success of these
strategies allowed the silencing of parB and a-amylase genes, and it was also possible to
observe that the inhibition of the transcription of the a-amylase gene reflected in a decay of the
a-amylase enzyme while the riboswitch theo/metE in the presence of his target metabolite,
theophylline. The results indicate that the riboswitch theo/metE used in this study is a potential

genetic tool for gene silencing in XAC.

Key words: genetic tool, gene expression, Xac, citrus canker.



INTRODUCAO

1.1 Cancro citrico

O cancro citrico, uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
(Xac)(Xanthomonadales/Xanthomonadaceae), tem sido nos Gltimos tempos uma ameaca real
para a citricultura brasileira, bem como mundial, pelas perdas que pode causar e pela
dificuldade de controle. O cancro citrico foi constatado no Brasil em 1957, na cidade de
Presidente Prudente, no interior do estado de Sdo Paulo (BITANCOURT, 1957). Atualmente,
esta doenca esta espalhada em vérias regifes do planeta, e estd presente nos dois maiores
produtores de laranja do mundo, o Brasil e os Estados Unidos (estado da Florida)
(GOTTWALD et al., 2002). A doenca afeta a maioria dos cultivares de citros comerciais,

ocorrendo principalmente nas areas subtropicais do mundo (GOTTWALD et al., 2009).

A infeccdo das plantas ocorre por aberturas naturais como estdmatos ou por
lesbes/galerias no mesofilo provocadas pela larva do minador dos citros Phyllocnistis citrella
Stainton (Lepidoptera: Gracillariida) (CHAGAS et al., 2001). O espalhamento da doenca entre
as plantas se da pela acdo dos ventos, sendo agravado pelas chuvas (GOTTWALD et al., 2002).
Adicionalmente, pode-se destacar que Xac forma biofilmes que contribuem para sua
patogenicidade e sobrevivéncia epifitica (superficie foliar) necessaria durante a infeccdo
(CUBERO et al., 2011; SENA-VELEZ et al., 2016).

Os principais sintomas do cancro citrico sdo as lesdes corticosas nas folhas, frutos e
ramos, acompanhadas de formacdo de halos. Com o agravamento da doenca, pode ocorrer
queda das folhas e frutos (GOTTWALD et al., 2012), perecimento do galho e declinio da planta
em geral (SCHUBERT et al, 2001).

Um controle mais eficaz do cancro foi realizado por uma década (1999-2009) no estado
de S&o Paulo com a erradicacéo de plantas doentes e das plantas circunvizinhas respeitando-se
porcentagem de contaminacéo (5%). Entdo, a Resolugdo SAA n. 43, de 25/06/2009 entrou em
vigor, onde era recomendado a erradicacdo da planta contaminada e de todas as plantas
suspeitas em um raio de 30 metros. Atraves da Resolucdo n. 147, de 31/10/2013 passou a se
adotar o procedimento de erradicagdo somente das plantas contaminadas, com pulverizagdo de
cobre nas plantas suspeitas em um raio de 30 metros. A Instru¢cdo Normativa n° 37, publicada
no Diario Oficial em 06/09/2016, que passou a vigorar a partir do dia 6 de mar¢o/2017, onde
0s estados que possuem incidéncia de cancro citrico podem optar por outras medidas além
apenas da erradicacdo das plantas, como a mitigacdo que inclui novas estratégias de controle
(FUNDECITRUS, 2017). Pela Instrucdo Normativa n°37 ha uma classificacdo em quatro areas
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quanto a situacdo em relagdo & praga: Area com Praga Ausente (estados sem ocorréncia de
praga), Area Livre de Praga (area especifica livre da doenca pertencente a um estado onde a
doenca esta presente), Area sob Erradicacio ou Supressdo (area com distribuicdo restrita ou
com baixa incidéncia em um estado onde ocorre a doenca) e Area sob Sistema de Mitigacao de
Risco (area com ampla distribuicdo da doenga em um estado em que a doenga esta presente)
onde o Estado de S&o Paulo se enquadra.

A legislacédo atual do Cancro Citrico realizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), publicada no Diario Oficial em 11/05/2018, mantém a classificagdo
em quatro areas quanto ao status fitossanitario previsto pela Instrucdo Normativa n°® 37. Ha
mudancgas, por exemplo, no Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR), como a permissao de
processamento/beneficiamento de frutos produzidos em area de SMR em estado vizinho, e a
possibilidade de reconhecimento de propriedades sem cancro citrico dentro de area de SMR
(FUNDECITRUS, 2018), entre outras.

1.2 Xanthomonas citri

A bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri (SCHAAD et al., 2005), possui forma de
bastonete, é delgada, aerdbica, se move através de um unico flagelo polar e coloniza plantas
citricas. Esta bactéria é o agente etioldgico do cancro citrico asiatico ou cancrose do tipo A, que
representa a forma mais generalizada e grave da doenca (GOTTWALD et al., 2002). Fora dos
tecidos da planta, esta bactéria apresenta uma capacidade bastante limitada de sobrevivéncia
(GOTTWALD et al., 2009), mas pode sobreviver na superficie de folhas e frutos na forma de
biofilme (CUBERO et al., 2011; SENA-VELEZ et al., 2016).

Xac possui genoma sequenciado (DA SILVA et al., 2002). Apresenta um cromossomo
circular de 5,175,554 pb, com 64% de G+C em sua sequéncia nucleotidica, sendo que 85,59%
do tamanho do cromossomo corresponde a regido codificadora de proteinas. Em adi¢do, possui
dois plasmideos: pXAC33, que contém 33,699 pb, com 61,9% de GC, e uma regido
codificadora que corresponde a 81,59% em relacdo ao seu tamanho, enquanto que o outro
plasmideo, pXAC64, possui quase o dobro de pares de base, com 64,920 pb, contendo 61,4%

de GC, e uma regido codificadora que equivale a 89,26% de seu tamanho.

1.3 Riboswitches e o controle da expressao génica

O controle da expressdo génica é um processo complexo que ocorre em todos 0s

organismos, sendo 0 RNA uma molécula fundamental no processo de expressdo. Além de
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mensageiro e transportador, 0 RNA pode atuar como regulador nos processos de transcricao,
splicing, estabilidade do mMRNA e traducdo (CHANG et al., 2012). Em alguns casos, 0s RNAs
ndo necessitam da acao de outro fator para regular a transcricdo e a traducdo, como fatores
proteicos (NUDLER & MIRONOV, 2004). A estes RNAs que atuam na auséncia de um fator
auxiliar e que, em resposta a um sinal adquirem uma mudanca estrutural, tem sido atribuido o
nome de riboswitches (HENKIN, 2008).

No ano de 2002 foram relatados os primeiros riboswitches identificados em bactérias
(MIRONOQV et al., 2002; WINKLER et al., 2002; NAHVI et al., 2002). Nos dias atuais, sao
descritas mais de 40 classes distintas de riboswitches (MCCOWN et al., 2017) (Figura 1), onde
a classe de riboswitches TPP (Tiamina pirofosfato) é a mais abundante, e a classe de variantes
de riboswitches FMN ¢é a menos abundante entre as classes descritas até 0 momento.

Os riboswitches sdo classificados de acordo com a arquitetura do seu dominio aptamero.
Quase todos sdo elementos de regulacéo cis, e em bactérias estdo localizados na regido 5’ ndo
transcrita do mRNA (5’UTR) e reconhecem moléculas pequenas denominadas ligantes
(Aghdam et al., 2016), at¢ mesmo tRNAs, mensageiros secundarios, ions, vitaminas ou
aminoacidos (MACHTEL et al., 2016).

Figura 1 - Classes de riboswitches (A, B e C): (TPP) Tiamina pirofosfato, (AdoCbl)
adenosilcobalamina ou coenzima Bi2, (SAM) S-adenosilmetionina, (C-di-GMP) GMP-di-
ciclico, (FMN) flavina mononucleotideo, (Mn?*) manganés divalente, (C-di-AMP) AMP-di-
ciclico, (PreQ1) Prequeuosinai, (ZTP) 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleosideo-5’-
trifosfato, (GIcN6P) glucosamina-6-fosfato, (THF) tetrahidofolato, (Moco) cofator molibdénio,
(Mg?*) magnésio divalente, (SAH) S-adenosilhomocisteina, (Wco) cofator tungsténio, (AqCbl)
Aquacobalamina, (NiCo) niquel divalente e cobalto divalente, (2°-dG) 2’-deoxiguanosina,
(FMN Var.) variante de riboswitch FMN. Classes em cinza destacam que os ligantes s&o
derivados de nucleotideos de RNA ou precursores. O grafico apresenta o numero de
representantes por classe de riboswitches. Barras em preto indicam classes conhecidas. Barras
em cinza indicam classes analogas em relacdo as classes ja conhecidas.
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A estrutura de um riboswitch é constituida por dois dominios: dominio aptamero, uma
espécie de receptor para uma molécula pequena, e a plataforma de expressdo, que contém um
interruptor secundario e dirige a maquinaria de expressao génica (CERES et al., 2013). Os
riboswitches podem ser de arquitetura ndo repetitiva ou podem formar estruturas em tandem,
como os riboswitches PRPP (fosforibosil pirofosfato) que controlam o metabolismo de purinas
em bactérias (SHERLOCK et al., 2018).

Os riboswitches podem induzir o término prematuro da transcric¢do, inibir o inicio da
traducdo e também alteram as taxas de decaimento do mRNA, desde que ligados a pequenas
moléculas chamadas de ligantes (LEE & OH, 2015). Na posi¢cdo ON, quando o dominio
aptamero ndo esta ligado a um metabolito, a plataforma de expresséo forma um anti-terminador
que permite que a transcricdo do mRNA ocorra, enquanto que na posi¢cao OFF, o metabdlito se
liga ao dominio aptdmero, que adquire a forma estavel do terminador, fazendo com que a

transcricdo do mRNA termine. Na tradugdo ON, o dominio aptdmero ndo ligado a um
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metabdlito faz com que a plataforma de expressao permita a ligacéo do ribossomo em seu local
de ligacdo no mRNA, a regido RBS, e na traducdo OFF, um metabolito se liga ao dominio
aptamero, causando sequestro do RBS e impedindo que o ribossomo se ligue a0 mMRNA para
realizar a traducdo (TUCKER & BREAKER, 2005) (Figura 2).

Figura 2 - Controle da expressdo génica pela atuacdo de um riboswitch bacteriano. A: inibicéo
da transcricao (OFF) devido a interacdo entre o metabolito alvo (m) e o dominio aptamero. B:
inibicdo da traducdo (OFF) pelo sequestro da regido Shine-Delgarno (SD) devido a ligagéo de
um metabolito alvo (m) ao dominio aptamero, impedindo a atuacao do ribossomo. C: ativacao
da transcricdo (ON) devido a interagdo entre metabolito alvo (m) e o dominio aptdmero. D:
Ativacdo da traducdo (ON) devido interacdo entre metabdlito alvo (m) e dominio aptamero.
AUG: metionina (Met).

Transcription termination Translation initiation
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NUDLER & MIRONOQV (2004)

Os riboswitches, quando ligados ao seu metabdlito alvo, alteram sua propria
conformacao estrutural, assim podem controlar a expressao de genes downstream (MELLIN &
COSSART, 2015), ou seja, controlam a expressdo do gene que esta a sua frente na sequéncia
do mRNA ao qual ele se encontra.

O riboswitch theo/metE utilizado neste estudo é uma quimera que esta baseada em

CERES et al. (2013), e sua plataforma de expressao metE € de Bacillus subtillis. O gene metE
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em B. subtillis codificada a enzima S-adenosilmetionina sintetase (EC 2.5.1.6), caracterizado
por YOCUM et al. (1996). O dominio aptdmero possui a nomenclatura theo por reconhecer o
metabolito alvo teofilina, e tém sido descrito na litatura como um dominio aptdmero de
riboswitches que controlam a traducdo (SUESS et al., 2004; SHAWN & GALLIVAN, 2004) e
a transcricdo (WACHSMUTH et al., 2012), ou ambos (PEDROLLI et al., 2015). A estrutura
do riboswitch theo/metE esté apresentada na figura a seguir (Figura 3).

Figura 3 - Riboswitch theo/metE. Dominio aptdmero theo (vermelho) e plataforma de
expressao metE (verde). Note a estrutura antiterminadora da plataforma de expressao metE.

Uuuu

/

antiterminatar

metE
theophylline

uuuuuu AUG...

imagem adaptada de CERES et al. (2013)

A plataforma de expressdo metE possui uma estrutura carateristica de antiterminador. O
dominio aptamero theo reconhece a molécula de teofilina quando presente, e esta interacdo
entre 0 metabolito alvo e o dominio aptdmero leva a plataforma de expressdo metE a uma
alteracdo conformacional, tornando-se um terminador de transcrigdo. Deste modo, qualquer

gene que esteja a frente do riboswitch pode ter sua expressao controlada.

Segundo TOPP et al (2010), para muitas bactérias, os métodos simples usados para
induzir a expressdo génica de uma maneira dependente de ligante ndo existem. Por isso, para
enriquecer o conhecimento atual sobre controle da expressdo génica e compreender melhor o
funcionamento de alguns genes essenciais ou ndo, em uma ampla gama de bactérias, tem sido

desenvolvido moléculas artificiais de RNA, os riboswitches sintéticos. Os riboswitches tém
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sido utilizados nos ultimos anos em estudos envolvendo o controle da expressdo génica em
diversas espécies de bactérias, Arquea e virus (BERENS & SUESS, 2015).

Estudos genéticos em qualquer organismo requerem ferramentas eficazes para se alterar
a expressdo génica. Dentre estas, os riboswitches podem oferecer uma alternativa bastante
atrativa para a modulagéo da expresséo de genes de interesse. Como visto acima, riboswitches
permitem ligar ou desligar a expressdo de genes sem a remoc¢do dos mesmos dos genomas. Esta
peculiaridade dos riboswitches possibilita o estudo direto de um gene e a avaliacdo da sua falta
(quando desligado ou “OFF”), bem como permite 0 reestabelecimento do estado selvagem sem

a necessidade da complementagdo padrao (estado “ON”).

1.4 Teofilina

A teofilina (C7H8N402) (Figura 4) ou 1,3-dimetil-7H-purina-2,6-diona (IUPAC).
Segundo o PubChem (Kim et al., 2016), a teofilina é uma substancia utilizada neste estudo
como metabolito alvo para o riboswitch theo/metE - € um derivado de xantina, um composto
isolado das plantas Camellia sinensis e Coffea arabica. A teofilina possui uma massa molecular
equivalente a 180.167 g/mol. Apresenta atividade broncodilatadora, portanto, é uma substancia
utilizada no tratamento de doengas relacionadas a respiragdo, como asma e brocoespasmo,
sendo considerada um agente antiasmatico.

Em temperatura ambiente, a teofilina € um solido cristalino que apresenta coloracédo
branca. Naturalmente, a teofilina é uma substancia encontrada em cha verde e cha preto.
Quimicamente, é similar a cafeina e a teobromina. Teofilina, cafeina e teobromina séo
substancias consideradas alcaloides, portanto, apresentam varios atomos de nitrogénio em sua
composicdo. Alguns riboswitches sdo conhecidos por ter a teofilina como metabdlito alvo
(SUESS et al., 2004; DESAI & GALLIVAN, 2004; WACHAMUTH et al., 2012, CERES et
al., 2013; BORUJENI et al., 2016), assim como o riboswitch sintético theo/metE utilizado neste
estudo.
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Figura 4 - Formula estrutural da teofilina.

|
CHs
(SIGMA)

1.5 parB e a-amilase de Xanthomonas citri

Os mecanismos de funcionamento do sistema de segregacdo cromossémica bacteriana
ParA-ParB-parS foram relatados em Bacillus subtilis, Vibrio cholerae e Caulobacter
crescentus (LEONARD et al., 2005; FOGEL & WALDOR., 2006; MURRAY et al., 2006;
PTACIN et al., 2010). De forma geral, ParA direciona o centrOmero bacteriano durante a
segregacdo interagindo com ParB ligado a parS. ParA atua como switch molecular presente nas
células em duas formas: ligada a ATP, forma filamentos, ancorados nos polos celulares para
onde o centromero deve seguir, e interage com DNA inespecificamente. Ao contatar ParB-parS
(regido centromérica) ocorre hidrolise de ATP, ParA-ADP se dissocia do filamento, que encurta
e opera no posicionamento do centrdmero na direcdo dos pélos celulares e para longe do meio
das células, onde a divisao deve ocorrer (HWANG et al., 2013; VECCHIARELLI et al., 2013;
LIM etal., 2014).

Nosso grupo de pesquisa descreveu a existéncia do sistema ParA-ParB-parS em Xac
(UCCl etal., 2014) e ainda, pdde constatar que parB nao é um gene essencial para Xac, € mesmo
quando deletado do genoma, a bactéria continua a causar a doenga em citrus, apesar da delecado
de parB resultar emum fenétipo de aumento de tamanho celular (LACERDA et al., 2017).

A enzima o-amilase é amplamente distribuida e caracterizada em diversos organismos.
Em Xanthomonas citri, um estudo demonstrou que esta enzima ndo é essencial para seu
desenvolvimento em placa e ndo apresenta uma funcdo chave na infeccdo desta bactéria em
citros (Martins et al., 2010). Porém, é importante destacar que para estudos em biologia
molecular envolvendo Xanthomonas citri, a utilizacdo do gene a-amilase é de répida

caracterizacgéo por testes qualitativos e quantitativos.
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1.6 Hipdtese

E possivel desligar a expressdo de ORFs/genes de interesse em Xanthomonas citri utilizando

riboswitches sintético que inibem a transcri¢do génica.

1.7 Objetivo geral

Construcdo de uma plataforma de expresséo (riboswitch) que possa ser utilizada no controle de

transcricdo em Xac.

MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagem bacteriana e cultivo

A linhagem Xac 306 (Xanthomonas citri subsp. citri) que foi utilizada no presente
estudo foi a sequenciada por SILVA et al. (2002). Xac foi cultivada a 30° C em meio de cultivo

NYG com ou sem &gar (peptona 5 g/L, extrato de levedura 3 g/L e 20ml de glicerol).

2.2 Biologia Molecular

Os procedimentos em biologia molecular seguiram SAMBROOK et al. (1989). As
extragdes de DNA plasmidial foram realizadas com o Gene Jet Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific). As restricbes enzimaticas foram realizadas a 37°C por 1 hora sob condi¢des do
fabricante das enzimas (Thermo Scientific), seguindo recomendaces de temperaturas de
inativacdo especificas para cada enzima. Os procedimentos de purificacdo de isolados de gel de
agarose e tambem as purificacdes de produtos de PCR foram elaboradas atraves do GenelJet Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific). A reacdo de ligagdo dos genes parA (coordenada
4590971..4591768), parB (coordenada 4591768..4592694), sequéncia upstream amy
(c949424..948665) e 0 gene de a-amilase (c948662..947690) ao vetor comercial pJET seguiu
o protocolo do CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas-Thermo Scientific). As extracOes de
RNA foram elaboradas com o RNA Plus Mini Kit (QIAGEN), seguindo recomendagdes do
fabricante, e previamente, as culturas de bactérias como material para extracdo de RNA foram
submetidas ao RNA Protect (QIAGEN) antes do inicio das extragfes. O RT-PCR para
seguirmos a expressdo do gene teste parB foi realizado com o Revert Aid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (QIAGEN). Para a amplificacdo da regido codificadora parB a partir do
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cDNA utilizamos os primers especificos parBRTF/parBRTR desenhados pelo grupo (Tabela
1).

Sequéncias foram obtidas por PCR a partir do DNA gendmico de Xac utilizando-se Pfu
DNA polimerase e seguindo as recomendacdes do fabricante (Fermentas/Thermo Scientific),
através de cliclos touchdown com varredura de temperatura de 68°C a 60°C. Os géis de
eletroforese foram preparados na concentragéo de 0,7% agarose em TBE1X. Os marcadores de
peso molecular para uso em eletroforese em gel de agarose foram GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific) e 1kb DNA Ladder (New England BioLabs). Sequenciamentos de DNA
foram realizados pela empresa Macrogen (Korea) e também pelo Centro de Recursos
Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO) — UNESP campus Jaboticabal. Indugdo de
repressdo do riboswitch foi realizada adicionando-se Teofilina (SIGMA) nas culturas
bacterianas (CERES et al., 2013), preparada previamente em agua fervente para uma
concentragéo final de 46mM, sendo esterilizada com filtro 0,22 pm.

Transformacdo de Escherichia coli linhagem DH10Bs seguiu SEIDMAN et al. (1997).
Transformacao de Xac por eletroporacdo seguiu FERREIRA et al. (1995).

2.3 Construcao de vetores de clonagem

O riboswitch theo/metE utilizado no presente estudo foi sintetizado pela empresa
IDT,presente no vetor pIDTSMART-AMP:Gene na forma de cDNA (Figura 5). A plataforma
de expressdo quimérica theo/metE foi baseada em CERES et al. (2013), e sua sequéncia esta

descrita a seguir:

sitio de restrigcdo (Xbal)-
CAAAAAATTAATAACATTTTCTCTTATACCAGCTTCGAAAGAAGCCCTTGGCAGG
AGAGAGGCAGTGTTTTACGTAGAAAAGCCTCTTTCTCTCATGGGAAAGAGGCTTT
TTGTTGT (riboswitch)- AGGAGGTTATT (RBS) — sitio de restricdo (Ndel)— gene a ser
caracterizado (parB ou a-amilase).

Figura 5 - Mapa do vetor pIDTSMART-AMP:Gene (IDT). A seta azul indica a posi¢do do
riboswitch theo/metE (dsDNA). Seu tamanho é de 2341 pb. O vetor possui marca de resisténcia
a ampicilina.
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pIDTSMART-AMP : Gene
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riboswitch foi ligado a 5° dos genes parB e o-amilase para testes de inibicdo de

transcricdo utilizando-se as estratégias a seguir:

1)

2)

Construcdo parA-theo/metE-parB (sendo parA, ORF3905, coordenada genémica
4590971..4591768, e parB ORF3906, coordenada 4591768..4592694). Os amplicons
correspondentes aos fragmentos de DNA correspondentes a parA e parB foram
amplificados por PCR utilizando-se os pares de primers 201409parAF/201409parAR e
201409parBF/20140220parBR, respectivamente, (Tabela 1) e enzima Pfu. Para a
montagem da sequéncia parA-theo/metE-parB os produtos de PCR parA e parB foram
digeridos com as enzimas BamHI/Xbal e Ndel/HindlIl, respectivamente; o riboswitch
foi extraido do vetor pIDTSMART-AMP:gene com as enzimas Xbal/Ndel; o vetor
suicida pNPTS138 (cedido por Prof. Lucy Shapiro, University of Stanford, USA) foi
linearizado com as enzimas BamHI/Hindlll. Finalmente, parA (BamHI/Xbal),
riboswitch (Xbal/Ndel) e parB (Ndel/Hindlll) foram ligados ao vetor pNPTS
(BamHI/Hindlll), dando origem ao vetor pDB1 (Figura 6 e Tabela 2). O pDB1 foi
checado por perfil de restricdo (Figura 7) e sequenciamento de DNA.

Construcdo do sistema upstream amy-theo/metE-a-amilase (sequéncia upstream ao
gene a-amilase: coordenada genomica c949424..948665, e gene a-amilase: coordenada

€948662..947690). Os amplicons correspondentes a sequéncia upstream ao gene o-
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amilase e o proprio gene a-amilase foram amplificados por PCR utilizando-se os pares
de primers Amy up F EcoRI/Amy up R Xbal e Amy down F Ndel/Amy down R Hindlll,
respectivamente (Tabela 1) e enzima Pfu. Para a montagem da sequéncia upstream amy-
theo/metE- a-amilase os produtos de PCR upstream amy e gene de a-amilase foram
digeridos com as enzimas EcoRI/Xbal e Ndel/Hindlll, respectivamente. O riboswitch
foi amplificado inicialmente através do vetor pIDTSMART-AMP:gene com 0s primers
M13F/M13R (Invitrogen) (Tabelal), e o produto de PCR purificado foi posteriormente
digerido com enzimas Xbal/Ndel; o vetor suicida pNPTS138 foi linearizado com as
enzimas EcoRI/Hindlll; upstream amy (EcoRI/Xbal), riboswitch (Xbal/Ndel) e a-
amilase (Ndel/HindIll) foram ligados ao vetor pNPTS (EcoRI/Hindlll), dando origem
ao vetor pDB2 (Figura 6 e Tabela 2). O pDB2 foi checado por perfil de restricdo (Figura

8) e sequenciamento de DNA.

Tabela 1 - Primers.

PRIMERS (50uM) SEQUENCIA

201409 parAF 5" AAGGATCCATCGCCATTGCCAACCAGAAG
201409 parAR 5" TGTCTAGATTAGACGGTCTCCACGGGCC
201409 parBF 5" TTCATATGAACAAGCCGATCCCCGCAAAG

20140220 parBR 5 AAAAAGCTTTTAGCTACGCTGCATGCGCAGGC

Riboswitch F 5" AGAAGCCCTTGGCAGTGAGAG

Riboswitch R 5" CTCTCACTGCCAAGGGCTTC

Amy up F EcoRl 5' AAGAATTCTTGGCATGGCGCTGTTTGACCTG
Amy up R Xbal 5' TGTCTAGACGGATCGATCTCCAGTGGTAAGCG

Amy down F Ndel S'TTCATATGCGCAACACGCCTGCTCATGCTC

Amy down R |5 TTAAGCTTCACTGCAAAGGTCACGGCGCGATTG
HindlIl

parBRTF 5' GGGCGTGATCCAGCCGATC
parBRTR 5' CAACACGCGAATGGCCACTG
M13 F 5" GTAAAACGACGGCCAG

M13R 5" CAGGAAACAGCTATGAC
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parBRTF (qPCR) 5' GGGCGTGATCCAGCCGATC

parBRTR (qPCR) 5> AGCCCAGCCAGCTGCGAAG

amyF (QPCR) 5" ACCATCTCAATCGCGTCTTC

amyR (gQPCR) 5'CCAGGAACTGGTCGTAATCG

Tabela 2 - Vetores de clonagem.
Vetor | Informagdes

pDB1 | Vetor de 6837 pb contendo sequéncia parA-theo/metE-parB ligado ao vetor

pNPTS138. Canamicina como marca de resisténcia.

pDB2 | Vetor de 7225 pb contendo sequéncia upstream amy-theo/metE- a-amilase ligado

ao vetor pNPTS138. Canamicina como marca de resisténcia.

Figura 6 - Modelo te6rico das construcBes finais dos vetores de clonagem contendo o
riboswitcha 5” dos gene parB e a-amilase. Na esquerda temos o pDB1, na direita temos o pDB2.
Os vetores possuem marca de resisténcia ao antibiotico canamicina e também possuem gene
sacB que codifica a enzima levansucrase. A figura evidencia os sitios de restricdo das enzimas
utilizadas para a digestdo de cada um dos componentes necessarios para a constru¢do dos
vetores pDB1 e pDB2 por reacdo de ligacgéo.

Xbal  Neel Xbal  Ndel
' ' Hindlll EcoRI |

BamHI Hindlll

: riboswitch | : riboswitch ;
pard ~ e ik 9 parB N VACS tesam theo/meiE 'u-mni.’ase .
foiva - 017 3017 g \ / d amy
: pDBIl1 ’ [ pDB2 ‘J
\ (6837 pb) / (7236 pb) J

~\Ka/n sacB a '\Ka/n sacB a

Figura 7 - Perfil de restri¢cdo. A: Perfil de restrigdo enzimética de transformantes pDB1: 1,4 e
8- DNA plasmidial de diferentes transformantes pDB1 digeridos com BamHI/Hindlll (5362 pb
e 1475 pb), 2, 5 e 9- suas digestdes com Ndel (vetor linearizado de 6837 pb) e 3, 6 e 10-
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digestdes com Xbal (duas bandas diagndéstico entre 3500 e 4000 pb); 7- vetor pNPTS (5383 pb
- controle). A (*) e B: Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific).

sl PR25TICET &S IR R 80 9 10

imagem de gel de eletroforese adquirida com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Figura 8 — Perfil de restricdo. A: Perfil de restricdo enzimatica de transformantes pDB2: 1, 6 e
11- DNA plasmidial de trasnformantes pDB2 (7225 pb - controle), em 2,7 e 12- digestdo com
Hindlll (bandas diagnéstico em 5000 pb e entre 1500-2000 pb), em 3, 8 e 13: digestdo com
Xbal e 4,9 e 14: digestdo com Dralll (em ambos ha bandas diagnostico entre 3000-4000 pb),
e por fim, em 5, 10 e 15: digestdo com Pstl (vetor linearizado de 7236 pb), respectivamente.
A(*) e B: DNA 1kb Ladder (NEB).

imagem de gel de eletroforese adquirida com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)
2.4 Construgéo das linhagens Xac

As linhagens Xac pDB1 e Xac pDB2 contendo theo/metE a 5° dos genes parB e o-
amilase, respectivamente, foram obtidas mediante transformac&o do vetor suicida pNPTS138
em Xac, onde a integracdo por troca alélica promove a entrada de theo-metE a frente dos genes
parB e a-amilase, alterando-se o genoma da bactéria selvagem. O procedimento de
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recombinacdo homdloga em questéo foi descrito em LACERDA et al. (2017). A selecéo dos
mutantes Xac pDB1 e Xac pDB2 (Figura 9) ocorreram em meio NYG/ampicilina (20
Hg/mL)/3% sacarose , seguindo o critério de que o gene sacB codifica a enzima levansucrase,
que é letal para a bactéria quando na presenca de sacarose. Esta metodologia visa eliminar a

possibilidade de selecdo de mutantes falso positivos.

Ap0s o processo de obtencgdo das linhagens Xac pDB1 e pDB2, foi elaborado um perfil
de restricdo da linhagem Xac pDB1 com as enzimas Dralll, Xbal, Hindlll e Pstl (Thermo
Scientific) (Figura 10a), tendo como molde o produto de PCR parA-theo/metE-parB
sequenciado e amplificado previamente com Pfu (primers parARTF/parBRTR) através do
DNA cromossémico da linhagem Xac pDB1. Em seguida, a linhagem Xac pDB2 foi averiguada
pelo PCR da regido upstream amy-theo/metE amplificada com Pfu (primers Amy Up F Ecorl,
RiboswitchR)(Figura 10b) tendo o DNA cromossdmico desta linhagem como molde, e
adicionalmente, foi realizada uma verificacdo em placa com meio NYG/ampicilina
(20ug/mL)/0,2% amido para evidenciar a degradacdo de amido, apesar de sua condicdo de
mutante (note nas Figuras 17a e 18a). Confirmamos assim a obtengdo das linhagens Xac pDB1
e pDB2 essenciais para a realizacao deste estudo.

Figura 9 - Modelo do processo de troca alélica para obtencdo dos mutantes Xac pDB1 e Xac
pDB2.

pDB1 pDB2
(6837 pb) (7225 pb)
(4550971..4591768) (4591768..4392694) (c945424.948663) (c948665.947690)
pard riboswitch parB upstream amy yibonwitch a-amilase
\heo metE , Nheo metE
DNA - - DNA
cromossomico cromossomico - —
pard parB upstream a-amilase
amy ¢
vetor suicida vetor suicida
pNPTS pNPTS
(4590971..459176'8} riboswitch (4591768..4592694) (‘:949424"’?}743’_6’,?;1’ riboswitch  (:948665..947690)
ial'.-x theo/metE iarB any  theo'metE a-amilase
Sequéncia integrada ao DNA gendmico Sequeéncia integrada ao DNA gendmico

ilustracdo elaborada com o Microsoft Power Point 2013
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Figura 10 — Perfil de restricdo enzimética e PCR. A: restri¢do enzimatica do produto de PCR
parA-theo/metE-parB da linhagem Xac pDB1: 1- Produto de PCR parA-parB de Xac selvagem
(1338 pb), 2- digestdo deste produto de PCR com Dralll (bandas diagndstico entre 500-1000
pb) e em 3- ndo ocorre digestdo do produto parA-parB com a enzima Ndel (controle); 4-
produto de PCR parA-theo/metE-parB amplificado a partir do DNA plasmidial de
transformante pDB1 sequenciado (banda diagnostico de 1475 pb), 5- digestdo do vetor com
enzima Dralll e 6- com enzima Ndel (ambas as digestdes com bandas diagnostico entre 500-
1000 pb - controle positivo); 7- produto de PCR parA-theo/metE-parB do mutante Xac pDB1
(1475 pb), 8- produto de PCR parA-theo/metE-parB do mutante Xac pDB1 digerido com Dralll
e 9- digerido com Ndel (bandas entre 500-1000 pb — idéntico ao diagnostico de pDB1
sequenciado). B: Produto de PCR da sequéncia upstream amy-theo/metE da linhagem Xac
pDB2: 1 a 10 sdo amplificacdes por PCR com os primers Amy Up F EcoRI/Riboswitch R dos
mutantes XacpDB2 (banda de 829 pb); 11- produto de PCR upstream amy-theo/metE tendo
como molde o vetor pDB2 sequenciado (banda diagnostico de 829 pb - controle positivo); 12-
DNA cromossdmico de Xac selvagem (controle negativo-ndo possui theo/metE) e 13- Reagédo
de PCR livre de qualquer DNA (indicando que ndo ha contaminacdo nas reacoes). A (*), B (*)
e C: DNA 1kb Ladder (NEB).
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imagens de gel de eletroforese adquiridas com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Tabela 3 — Genotipo das linhagens Xac pDB1 e Xac pDB2.
LINHAGEM DESCRICAO
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Xac pDB1 Possui 0 riboswitch theo/metE entre os genes parA (coordenada
gendmica 4590971..4591768) e parB (coordenada 4591768..4592694).
Portanto, o riboswitch theo/metE esta localizado nesta linhagem entre
a coordenada final de parA e coordenada inicial de parB. A linhagem

é resistente ao antibiético ampicilina.

Xac pDB2 Possui 0 riboswitch theo/metE entre a sequéncia upstream amy
(coordenada genomica €949424..948665) e 0 gene o-amilase
(coordenada c948662..947690). Portanto, o riboswitch theo/metE esta
localizado nesta linhagem entre a coordenada final da sequéncia
upstream amy e coordenada inicial do gene a-amilase.A linhagem é

resistente ao antibiotico ampicilina.

2.5 Curvas de crescimento e analises estatisticas

As curvas de crescimento foram realizadas em microplacas de 24wells com auxilio do
leitor de absorbancia Synergy Microplate Reader (BioTek). A leitura, as condicBGes de
crescimento e o processamento dos dados foram elaborados com o software Gen5 2.06
(BioTek). A microplaca foi submetida a uma agitacdo automatica sob temperatura de 30°C, e
as leituras de absorbancia foram programadas a cada 30 minutos em um periodo de 24 horas.

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa Graphpad Prism v. 6.

2.6 REMA e MBC

A Xac selvagem foi reativada em meio NYG sdlido e apos 24 horas a 30°C, a bactéria
reativada foi submetida a um indéculo em meio NYG liquido por mais 24 horas a 30°C com
agitacdo de 200rpm. Em uma microplaca de 24 wells foram adicionados 90 pl de meio NYG
liquido nos pocos do controle negativo (CN — Xac em meio NYG sem antibidtico) e nos pogos
com a solucdo teste. Para o controle positivo (CP) e o controle de veiculo (CV) séo aplicados
100 pl das solugdes de CP (999 pl de meio + 1 pl de Canamicina (20 pg/mL) e de CV (495 pl
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de meio + 5 pl de DMSO), respectivamente. Na fileira A séo adicionados 200 pl da solugéo
teste. Preparamos uma microdiluicdo da solucdo teste, neste caso Teofilina (SIGMA),
transferindo horizontalmente 100 ul na microplaca da fileira A para B, de B para C, assim
sucessivamente, sempre homogeneizando. Aplicamos 10 pl do inéculo de Xac estando em D.O.
600nm 0,8 em toda a placa, totalizando um volume final de 100 pl em cada pogo, com excecao
a CP e CV que possuirdo 110 pl.

A microplaca foi embalada em plastico filme e as culturas foram incubadas a 30°C
overnight. Apos a incubacéo, adicionamos 15 ul de resazurina (1mg em 10ml de &gua destilada
estéril) em todos os pocos e a microplaca foi incubada por 1 hora a 30°C. A leitura e 0
processamento dos dados foram elaborados com o software Gen5 2.06 (BioTek). No REMA, a
coloragéo azul indica morte celular, enquanto que a coloragédo rosa indica viabilidade celular.
Para o MCB, utilizamos um carimbo para transferir as amostras da microplaca para uma placa

de cultivo com meio NYG e incubamos a 30°C por 48 horas.

2.7 qRT-PCR

Para os testes de qRT-PCR elaborados neste estudo, utilizou-se o StepOne RealTime
PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA), com a seguinte condi¢cdo de amplificacéo:
95°C por 10 minutos; 45 ciclos de 95°C por 15 segundos; 60°C por 1 minuto. Para as reacdes
de amplificacdo, utilizou-se 0 SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Fermentas). Os
genes gyrB (DNA girase subunidade ), atpD (ATP sintase subunidade f) e rpoB (RNA
polimerase subunidade B) de Xanthomonas citri foram avaliados por serem descritos como
genes normalizadores em estudos envolvendo qPCR e Xac (JACOB et al., 2011). Os primers
do gene rpoB apresentaram melhor eficiéncia na amplificacdo, e assim, rpoB foi definido como
gene normalizador para este estudo. Os primers para amplificacdo de parte dos genes rpoB,
parB e o0 gene a-amilase utilizados neste estudo para gPCR estdo descritos na Tabela 1.

Os dados de gPCR foram obtidos pelo software Applied Biosystems StepOnePlus™
Instrument. As curvas de calibragdo, assim como todas as etapas de gPCR seguiram os padroes
para publicacdo descritos na literatura (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001; BUSTIN et al. 2009;
TAYLOR et al. 2010). O resultado das curvas de calibracdo para os primers de rpoB, parB e a-
amilase estdo resumidos na tabela a seguir, onde a eficiéncia dos primers encontram-se nos

padr@es aceitaveis para publicacéo (80% a 110%).
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Tabela 4 — Resumo dos resultados das curvas de calibracdo dos primers de gPCR deste estudo.

Primers Slope | Y-intercept R? Efficiency (%0)

rpoB -3.607 | 23.286 0.712 89.352
parB -3.092 | 27.852 0.777 110.594
o-amilase | -3.554 | 24.451 0.992 91.160

Cultivou-se em triplicatas Xac pDB1 e Xac pDB2 a 30°C sob agitacdo de 200 rpm em
meio NYG. Para todas as coletas de amostra realizadas, converteu-se 400ng de RNA extraido
e tratado com DNasel (Thermo Scientific) para cDNA em um volume final de 30 ul. Todos 0s
cDNAs foram diluidos em agua na proporc¢éo 1:10 para realizacao dos testes. Este procedimento
contou com a colaboracdo da Prof? Dra. Karen Cristiane Martinez de Moraes (Depto. Biologia,
IB, UNESP, Rio Claro).

2.8 Determinacéo da atividade de a-amilase

Para se determinar a atividade de a-amilase da linhagem Xac pDB2, utilizou-se o
método de determinacdo de acUcares redutores com o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
(MILLER, 1959), seguindo o método para se obter a concentracdo de a-amilase em U/ml,
descrito por OLIVEIRA et al. (2015). A curva de calibracdo foi elaborada com uma solugéo
padrdo de glicose 0/1%. O estudo contou com a colaboragdo da Prof® Dra. Daniela Alonso
Bocchini (Instituto de Quimica, UNESP/Araraquara).

Neste procedimento, cultivou-se a bactéria selvagem e também a linhagem Xac pDB2
em meio NYG com 0,2% de amido, a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm, por um periodo de 72
horas. A cada 12 horas, as culturas foram diluidas para DO 600nm 0,1. As culturas foram
submetidas a auséncia e presenca de teofilina na concentracdo de 2mM. As coletas para
determinacéo da atividade de a-amilase foram realizadas nos periodos de 12 horas, 36 horas e
72 horas de crescimento. Em seguida, 12,5ml do extrato enzimatico livre de células foi
concentrado por centrifugagdo a 2000xg por 1 hora em filtro Ultracel 10K (Millipore). O
volume final de cada extrato enzimatico concentrado foi ajustado para 1,5ml. O procedimento

foi realizado em replicata biologica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curvas de crescimento de Xac pDB1 e Xac pDB2

Iniciamos as analises deste estudo através de curvas de crescimento para detectarmos o
padrdo de crescimento das linhagens Xac pDB1 (Figura 11) e Xac pDB2 (Figura 12) na
auséncia e na presenca de teofilina em triplicata. Nosso objetivo foi avaliar se as linhagens
apresentariam comportamento semelhante ao de Xac selvagem com o intuito de utiliza-los nos
testes de silenciamento de parB e a-amilase, e demonstrar que as alteragdes genéticas realizadas

para a obtencdo das linhagens Xac pDB1 e Xac pDB2 nao levaram estas linhagens a morte.

Figura 11. Curva de crescimento: Xac WT e Xac pDB1 com e sem teofilina.
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Figura 12 — Curva de crescimento: Xaw WT e Xac pDB2 com e sem teofilina.
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Ap0s observarmos a viabilidade das linhagens Xac pDB1 e Xac pDB2 nas condic¢des de
auséncia e presenca de teofilina, iniciou-se o ensaio para definir a dose minima de teofilina que

seria utilizada para os ensaios qualitativos e quantitativos deste estudo.

3.2 REMA e MBC

Nas concentragdes de 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM de teofilina as culturas de Xac
possuem viabilidade celular, havendo baixa porcentagem de morte apenas na presenca de 4mM
de teofilina. A partir de 8 mM de teofilina (39,46% de morte celular) a porcentagem de morte
celular aumenta consideravelmente conforme aumentamos a dose de teofilina (Tabela 5). Estas
observagdes sdo indicadas pelo gradiente de coloracdo azul observada na microplaca (Figura

13a), e pelo crescimento celular em placa (Figura 13b).

Tabela 5 - Dosagem teofilina como solucéo teste no REMA e respectiva porcentagem de morte
celular. De 8mM de teofilina a 32mM de teofilina a porcentagem de morte celular aumenta
consideravelmente. Note que em 4mM de teofilina a porcentagem de células mortas ainda é
baixo.

Teofilina

Concentracédo | % Células
(mM) Mortas

32 98,21
16 86,31
39,46
14,42
0,00
0,00
0,00
0,00

Ol | | N &~ 0

Figura 13 - REMA (a) e MBC (b). No item a, temos que as colunas 1 e 2 s&o as culturas de
Xac sob diferentes concentragOes de teofilina: A- 32mM, B- 16mM, C- 8mM, D- 4mM, E-
2mM, F e G- 1mM e H- 0,5mM. Na coluna 3, da fileira A até D temos o controle positivo (CP)
e de E até H o controle de veiculo (CV). Na coluna 4 temos o controle negativo (CN). No item
B, temos o experimento de MBC onde podemos visualizar o crescimento celular de Xac em
diferentes concentracOes de teofilina, e adicionalmente, observamos CP destacado em vermelho
(controle positivo), CV em destacado azul claro (controle de veiculo) e CN (controle negativo),
nos quais ndo ha aplicacdo de teofilina.
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imagens adquiridas com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Podemos concluir que até a concentracdo de 4 mM foi aceitavel realizarmos os testes de
inibicdo da transcricdo de parB e amy nas linhagens Xac desenvolvidas neste estudo, pois ndo
h& morte celular ou a porcentagem de morte é baixa como em 4 mM de teofilina, garantindo a
confiabilidade dos experimentos.

3.3 Ensaios qualitativos e quantitativos envolvendo Xac pDB1

3.3.1RT-PCR

A repressdo da transcricdo do mRNA de parB foi avaliada mediante tratamento da
linhagem Xac pDB1 com 2mM de teofilina apds um periodo de 1 e 2 horas. A variacdo de
tempo aplicada neste experimento tinha como objetivo demonstrar se a producdo do mRNA de
parB decaia estando o riboswitch na presenca de teofilina, evidenciando o silenciamento génico
de parB. Para garantir a confiabilidade deste teste qualitativo, conferimos a integralidade do
RNA extraido do mutante Xac pDB1 (Figura 14a).

Figura 14 - Extracdes de RNA (a) e RT-PCR (b). Em a, temos: 1- RNA do mutante Xac
pDB1 sem tratamento, 2- RNA do mesmo mutante exposto a 2mM de teofilina por 1 hora e 3-
2mM de teofilina por 2 horas. Em b: 1- Fragmento do gene parB (336 pb) amplificado a partir
do DNA cromossdmico de Xac selvagem com primers parBRTF/parBRTR (controle), 2- RNA
bruto de Xac pDB1 amplificado por PCR com primers parBRTF/parBRTR (controle — 336
pb), 3- Produto de PCR parB (336 pb) amplificado através do cDNA de Xac pDB1 sem
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tratamento com teofilina, 4- Produto de PCR parB (336 pb) amplificado através do cDNA de
XacpDBL1 tratada pelo periodo de 1 hora na presenca de 2mM teofilina e 5- Produto de PCR
parB amplificado através do cDNA de XacpDB1ltratada pelo periodo de 2 horas na presenca
2mM teofilina, onde a seta indica a banda de 336 pb apresentando uma intensidade de brilho

mais fraca em relagdo as canaletas 3 e 4.

imagens adquiridas com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Com os resultados, demonstramos que para a linhagem nédo tratada com teofilina ha
amplificacdo de um produto de PCR com 336 pb correspondente ao fragmento do gene parB
(Figura 14b, canaleta 1). Ao tratarmos com 2mM de teofilina por 1 hora (Figura 14b, canaleta
2) e 2 horas (Figura 14b, canaleta 3), podemos notar claramente um desaparecimento gradativo
da banda diagnoéstico de exatos 336 pb. Portanto, concluimos através do teste qualitativo de RT-
PCR que héa controle da transcricdo de parB, um indicio da potencialidade do riboswitch
theo/metE como ferramenta genética neste estudo.

3.3.2gRT-PCR - inibigdo da transcricdo de parB

Os detalhes do cultivo da linhagem Xac pDBL1 realizado para este ensaio estdo
resumidos no Anexo 1. O PCR do gene normalizador rpoB para cada amostra esta apresentado
na figura 15, e o resultado final do gPCR esté ilustrado na figura 16. O objetivo deste ensaio
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foi demonstrar quantitativamente qual a porcentagem de eficiéncia do riboswitch ao silenciar o
gene parB na presenca de 2mM de teofilina nos tempos de anélise estabelecidos de 1 hora e 2

horas com tratamento.

O PCR convencional do gene normalizador foi elabrado para checar apenas se a
intensidade de brilho do amplicon rpoB visivelmente manteve-se constante entre as amostras.
O gPCR é o experimento mais importante deste estudo, o qual mostraria quantitativamente a
diferenga na amplificacdo de parB entre as amostras ndo tratadas e tratadas com 2mM de
teofilina. O resultado esperado seria uma queda na amplificacdo de parB pelo gPCR que

indicaria a eficiéncia do riboswitch theo/metE na inibi¢do da transcricao.

Figura 15. Amplificacdo do gene normalizar rpoB (103 pb) para todas as amostras utilizadas
neste qPCR. O DNA cromossémico de Xac selvagem foi utilizado como controle (*). PM:
Marcador de peso molecular (250 pb).

=250 pb

== 103 pb
imagem adquirida com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Pode-se observar pela figura a cima que a intensidade de brilho do amplicon rpoB é
semelhante para todas as amostras. A partir desta etapa, foi possivel dar inicio ao ensaio de
gPCR. Com o ensaio de gPCR, foi possivel demonstrar de modo quantitativo que o riboswitch
theo/metE apresentou-se eficiente ao inibir a transcricdo de parB na presenca de teofilina na
concentracdo de 2 mM por 1 e 2 horas, ilustrado na figura a seguir.

Figura 16 - Resultado final do qPCR de parB. T inicial: tempo inicial de 4 horas de crescimento
bacteriano na auséncia de teofilina. Controles: 1h e 2h - amplificacdo de parB a partir do cDNA
das amostras ndo tratadas com teofilina apds 5 horas e 6 horas de crescimento, respectivamente.

Teo: teofilina. 1h+teo e 2h+teo: indica presenca de teofilina no crescimento celular. (*) indica
pouca variagdo estatistica, ainda assim aceitavel para publicacao.
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Conclui-se pelo ensaio de qRT-PCR que riboswitch apresentou uma eficiéncia de cerca
de 20% ao inibir a transcricdo e parB quando ligado ao metabdlito alvo teofilina por 1 hora.
Apbs duas horas de exposicdo a teofilina, a eficiéncia de inibicdo de parB pela a¢do do
riboswitch aumentou para 50%. Os resultados indicam a consisténcia e a confiabilidade de que
o riboswitch theo/metE € uma ferramenta genética em potencial para inibir a transcricdo de

parB, neste caso, e também para outros genes em potencial em Xanthomonas citri.

Variagdes na estrutura do riboswitch poderiam levar a respostas melhores, ja que esta é
uma molécula que apresenta uma estrutura tridimensional ON/OFF. Na literatura, encontram-
se estudos envolvendo diferentes variagdes em um mesmo riboswitch para alcancar resultados
melhores em estudos envolvendo controle de transcrigéo e tradugdo, como por exemplo, via in
silico (WACHSMUTH et al., 2012; BORUJENI et al., 2016). Neste estudo, a eficacia maxima
de atuacéo do riboswitch theo/metE foi demonstrada pela taxa de 50% da inibicao de transcricédo
do gene parB, estando o riboswitch na presenca de 2mM de teofilina por duas horas. Portanto,
variacdes na estrutura do riboswitch theo/metE utilizado neste estudo poderia levar a uma taxa
de eficiéncia maior do que 50%.

E importante se considerar que os riboswitches ndo atingem 100% de sua
funcionalidade, ou seja, os riboswitches atuam inibindo ou induzindo a transcricédo e a traducgéo
em microrganismos de forma parcial. Portanto, a estratégia encontrada na literatura de se variar
a estrutura de um riboswitch é valida para se alcangar uma maior eficiéncia no controle da

expressao génica.

3.4 Ensaios qualitativos e quantitativos com Xac pDB2
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3.4.1 Ensaio qualitativo de degradacao de amido por Xac pDB2

Para dosarmos a concentragéo de teofilina ideal para a inibi¢do da transcricdo do gene
a-amilase da linhagem Xac pDB2 pela acdo do riboswitch, conduzimos um ensaio de
degradacdo de amido em placas NYG/ampicilina (20 pg/mL) e 0,2%amido (Figuras 17 e 18).
Utilizamos diferentes concentrac@es de teofilina: auséncia, 2mM, 4mM e 8mM. Todos 0s dez
mutantes obtidos da linhagem Xac pDB2 foram testados. Determinamos Xac selvagem como
um controle do experimento. Nosso objetivo foi demonstrar se hd alguma variagdo na

degradacédo de amido entre a Xac selvagem e a linhagem Xac pDBL1.

Figura 17 -Teste de silenciamento de a-amilase com a linhagem Xac pDB2 em crescimento
por 24 horas na auséncia (A) e presenca de teofilina a 2 mM (B), 4 mM (C) e 8 mM (D).
Podemos observar que € evidente a diferenca que ha na degradacdo de amido entre a Xac
selvagem e os mutantes Xac pDB2. WT: Xac selvagem. 1 a 10: mutantes Xac pDB2.

imagens adquiridas com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Figura 18 - Teste de silenciamento de a-amilase com a linhagem Xac pDB2 em crescimento
por 48 horas na auséncia (A) e presenga de teofilina a 2mM (B), 4mM (C) e 8mM (D). O
diametro dos halos de degradacdo de amido sdo maiores quando comparados ao tesde de 24
horas quando em diferentes concentracdes de teofilina. WT: Xac selvagem. 1 a 10: mutantes
Xac pDB2.
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imagens adquiridas com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Com os resultados, nota-se que mesmo na auséncia de teofilina, pode-se observar a
diferenca no tamanho dos halos de degradacao de amido entre a bactéria selvagem e a linhagem
Xac pDB2, o que pode ser decorrente da propria condi¢cdo de mutante devido a presenca do
riboswitch theo/metE entre a sequéncia upstream amy e 0 gene a-amilase na linhagem Xac
pDB2. Desta maneira, decidiu-se realizar ensaios quantitativos pela determinacdo de agucares
redutores para mensurar a atividade enzimatica de a-amilase, pois o ensaio qualitativo de

degradacédo de amido ndo foi conclusivo.

Em relacdo ao ensaio de degradacdo de amido pelo periodo de 48 horas, a diferenga no
didmetro nos halos aumenta consideravelmente, tanto na bactéria selvagem quanto na linhagem
Xac pDB2. Porém, apds o teste de crescimento por 48 horas (Figura 18), aumenta-se a
possibilidade da degradacdo da teofilina como fonte de carbono em adicéo a presenca de amido

como nutriente para o metabolismo celular das bactérias testadas.

3.4.2 Determinacéo da atividade de a-amilase de Xac pDB2

O crescimento de 72 horas e as respectivas DO600nm observadas neste procedimento
estdo resumidos na Tabela 6. As leituras de DO540nm também estdo resumidas na Tabela 7,
onde pode-se observar a atividade de a-amilase da bactéria selvagem e da linhagem Xac pDB2

ao longo de 72 horas. Destaca-se que nas primeiras 12 horas de crescimento, identificou-se a



36

concentracdo de 2,44 U/ml e 1,36 U/ml de a-amilase para a bactéria selvagem e para Xac pDB2,

respectivamente, ambas na auséncia de teofilina.

Tabela 6 - Crescimento bacteriano.

Absorbancia 600nm

Amostra 12h| 24h | 36h| 48h | 60h | 72h
Xac selvagem - sem
teofilina 12| 2 (2412224 2
Xac selvagem - com
teofilina 11(118(24(21|23| 2
Xac pDB2 - sem
teofilina 1,41164|241212|24 | 2
Xac pDB2 - com
teofilina 1311612322 2 | 2

Tabela 7 - Atividade de a-amilase.

Absorbancia 540nm

Amostra 36h 72h

Xac selvagem

0,15 - sem teofilina (2,44 U/ml)

0,15 - sem teofilina (2,44 U/ml)

Xac selvagem

0,15 - com teofilina (2,44 U/ml)

0,15 - com teofilina (2,44 U/ml)

Xac pDB2

0,08 - sem teofilina (1,32 U/ml)

0,08 - sem teofilina (1,32 U/ml)

Xac pDB2 0,06 - com teofilina (1 U/ml) 0,06 - com teofilina (1 U/ml)

Com os resultados obtidos, observa-se que a atividade de a-amilase tanto da bactéria
selvagem, quanto da linhagem Xac pDB manteve-se constante e também apresentou baixa
atividade (U/ml). Nota-se que ha controle da inibicdo da transcri¢cdo do gene de a-amilase pelo
riboswitch quando este encontra-se na presenca de seu metabdlito alvo, a teofilina. Esta inibicdo
datranscrigdo de a-amilase leva a um decaimento na producdo desta enzima quando a linhagem
Xac pDB2 foi cultivada em meio de cultura contendo teofilina.

Além disso, ha uma diferenca na producéo de a-amilase em torno de 50% ao comparar
a producéo desta enzima entre a bactéria selvagem com a linhagem Xac pDB2 na auséncia de
teofilina. A hipltese é que a propria alteracdo genética feita na bactéria selvagem por
eletroporacgdo para dar origem a linhagem Xac pDB2 levou a esta diferenca na producéo de a-
amilase. Esta diferenca € consistente, e pode ser observada qualitativamente no teste em placa
com NYG e 0,2% de amido realizado neste estudo (Figuras 17 e 18), que evidencia a diferenca
no tamanho dos halos de degradacdo de amido entre a bactéria selvagem e a linhagem Xac
pDB2.
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Sitios para acdo de Dam metilase, enzimas que adicionam grupos metil em 5> GATC do
DNA (adenina), poderiam levar a variacdo na resposta da producdo da enzima a-amilase neste
estudo. Porém, esta hipotese esta descartada, pois o riboswitch theo/metE utilizado neste estudo

ndo possui sitio em sua sequéncia de DNA para acdo de Dam metilase.

3.4.3 Avaliacéo de inibigdo da transcri¢éo de a-amilase por qRT-PCR

Os detalhes do cultivo da linhagem Xac pDB2 realizado para este ensaio estdo
resumidos no Anexo 2. O PCR do gene normalizador rpoB para cada amostra esta representado
na figura 19, e o resultado final do qPCR esté ilustrado na figura 20. Os padrdes estabelecidos
para o ensaio de parB foram aplicados também para este ensaio que utilizou o gene de a-amilase
de Xanthomonas citri. O objetivo deste ensaio foi demonstrar quantitativamente qual a
porcentagem de eficiéncia do riboswitch ao silenciar o gene a-amilase na presenca de 2mM de
teofilina nos tempos de analise estabelecidos de 1 hora e 2 horas com tratamento.

O PCR convencional foi elaborado para checar apenas se a intensidade de brilho do
amplicon rpoB visivelmente manteve-se constante entre as amostras. Apds a confirmagao deste
padrdo, finalmente o ensaio de gRT-PCR do gene a-amilase de Xac foi realizado (Figura 20).
O gPCR foi essencial para demonstrar quantitativamente a inibigdo do gene de a-amilase pela

acao do riboswitch theo/metE quando na presenca de 2mM de teofilina.

Figura 19 - Amplificacdo do gene normalizar rpoB (103 pb) para todas as amostras utilizadas
neste gPCR. O DNA cromossémico de Xac selvagem foi utilizado como controle (*). PM:
marcador de peso molecular (250 pb).

imagem de gel de eletroforese adquirido com o software Camera Control Pro 2 (Nikon)

Figura 20 — qPCR do gene a-amilase. T inicial: tempo inicial de 4 horas de crescimento
bacteriano na auséncia de teofilina. Controles: 1h e 2h - amplificacdo de a-amilase a partir do
cDNA das amostras ndo tratadas com teofilina apés 5 horas e 6 horas de crescimento,
respectivamente. Teo: teofilina. 1h+teo e 2h+teo: indica presenca de teofilina no crescimento
celular. (*) indica pouca variacéo estatistica, ainda assim aceitavel para publicacao.
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Nota-se que o riboswitch theo/metE apresentou-se uma ferramenta genética eficiente
para inibir a transcricdo do gene a-amilase estando ligado ao seu metabdlito alvo, a teofilina,
na concentracdo de 2 mM por 1 hora. Com o resultado, conclui-se que esta eficiéncia esteja em
torno de 30%. Apds o periodo de 1 hora, nota-se que nao ocorre inibicdo da transcricdo de a-
amilase na presenca de teofilina. Isto indica que para o gene de a-amilase, a atuacdo do
riboswitch ocorre de maneira mais rapida, diferente do que foi observado no qPCR do gene
parB, onde a eficiéncia da inibicdo da transcri¢cdo aumenta consideravelmente apds 2 horas, ou
seja, de 20% observado no periodo de 1 hora para 50% de eficiéncia em 2 horas.

Portanto, para os genes a-amilase e parB, o riboswitch silencia a transcricdo com uma
eficiéncia de 30% e 20%, respectivamente, desde que ligado a teofilina por 1 hora. De maneira
geral, através dos resultados obtidos pelo gPCR, conclui-se que o riboswitch theo/metE
realmente apresentou-se como uma ferramenta genética em potencial, o que permite a
realizacdo de futuros estudos sobre silenciamento génico envolvendo outros genes de
Xanthomonas citri.

Riboswitches sdo RNAs regulatorios que ocorrem naturalmente em diversas espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Desde as primeiras descri¢cfes dos riboswitches,
no ano de 2002 (MIRONQV et al., 2002; WINKLER et al., 2002; NAHVI et al., 2002), um
pouco mais de uma década atras, os riboswitches passaram a ser utilizados em diversas praticas
por serem uma ferramenta atrativa, segundo MACHTEL et al (2016), para a industria,
medicina, farmacia e protecdo ambiental. Para a realizacdo deste estudo, os riboswitches

despertaram interesse por estarem sendo utilizados como ferramenta genética para regulagao
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génica em diferentes espécies de bactérias, como por exemplo, em Escherichia coli (CARON
et al., 2012) e Bacillus subtilis (PEDROLLI et al., 2015).

Neste estudo, utilizamos o riboswitch sintético theo/metE para silenciamento génico de
parB e a-amilase em Xanthomonas citri, uma bactéria gram-negativa, agente etiolégico do
Cancro citrico. Destacamos a utilizagdo deste riboswitch como uma nova ferramenta genética
para estudos envolvendo controle da expresséo génica em Xac com base nos resultados obtidos.

Os riboswitches tem sido utilizados nos ultimos anos em estudos envolvendo o controle
da expressao génica em diversas espécies de bactérias, inclusive em Arquea e virus (BERENS
& SUESS, 2015), e também em eucariotos (CRUZ-BUSTOS et al., 2017; BEJUGAM &
SINGH, 2018), com intuito de se induzir o término prematuro da transcri¢do, inibir o inicio da
traducdo e também alteram as taxas de decaimento do mRNA, desde que ligados a pequenas
moléculas chamadas de ligantes (LEE & OH, 2015). Adicionalmente, os riboswitches também
podem operar simultaneamente na transcrigdo e na traducdo (PEDROLLI etal., 2015). Ha ainda
estudos que descrevem o potencial dos riboswitches que ocorrem naturalmente em bactérias
patogénicas como possiveis alvos para acao de antibidticos, ja que riboswitches controlam a
expressao de genes essenciais nestas bactérias (BLOUNT et al., 2006).

Utilizou-se para este estudo o riboswitch theo/metE que é inibidor de transcri¢do. O
estudo obteve sucesso ao demonstrar que este riboswitch foi eficaz ao inibir a transcrigdo de
parB e a-amilase. Esta eficiéncia comprovada permite utilizar agora esta mesma quimera para
novos estudos de silenciamento de genes em Xac, incluive para silenciar genes que poderiam
estar envolvidos na patogenicidade de Xac, por exemplo. Ao demonstrar as consequéncias da
inibicdo da transcricdo de genes envolvidos com a patogenicidade de Xac com este riboswitch,
seria possivel tornar tais genes novos alvos para acdo de antibidticos, desde que caracterizados
COmo genes essenciais para a sobrevivéncia e viruléncia desta bactéria.

Como descrito anteriormente, para muitas bactérias, os métodos simples usados para
induzir a expressdo génica de uma maneira dependente de ligante ndo existem (TOPP et al.,
2010). A utilizacdo dos riboswitches € uma alternativa a estes métodos simples para regulacao
génica em bactérias, como delecdo e deplecdo génica. Neste estudo, optou-se pelo uso de um
riboswitch como uma nova ferramenta genética para regulagdo génica em Xac, em
contrapartida aos métodos simples para regulagdo génica que ha tempos ja sé@o bem

caracterizados nesta bactéria.
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CONCLUSAO

Construiu-se com este estudo duas linhagens mutantes de Xanthomonas citri, a Xac
pDB1 e a Xac pDB2, carregando alteracbes genéticas significativas, onde o riboswitch
theo/metE estd localizado entre 0s genes parA e parB, e entre a sequéncia de coordenada
gendmica c949424..948665 e o gene a-amilase, respectivamente. Determinou-se o perfil de
crescimento destas duas linhagens mutantes de Xac. Definiu-se a dose de 2mM de teofilina
como a mais adequada para a atuacdo do riboswitch theo/metE, e os tempos de 1 hora para
inibir a transcricdo de a-amilase e de 1 a 2 horas para inibir a transcri¢cdo de parB. Constatou-
se que h& decaimento da atividade enzimética de a-amilase em U/ml na presenca de 2mM de
teofilina ao longo de 72 horas. Determinou-se que a eficiéncia do riboswitch theo/metE na
inibicdo da transcricdo chegou a 50%. Este estudo é pioneiro ao utilizar um riboswitch sintético

para controle da expressdo génica em Xanthomonas citri.
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ANEXO 1 - Detalhes do cultivo da linhagem Xac pDB1 nas condi¢des de auséncia/presenca
de 2mM de teofilina para realizagdo do ensaio de gRT-PCR do gene parB.

Crescimento bacteriano nas primeiras 4 horas.

Amostra DO 600nm | CFU/mI
Xac pDB2 sem tratamento 0.4 5x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.4 4x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.4 5x10°

Crescimento bacteriano ap6s 1 hora de exposi¢cdo a 2mM de teofilina.

Amostra DO 600nm [ CFU/mlI
Xac pDB2 sem tratamento 0.47 7x10°
Xac pDB2 com tratamento 0.42 5x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.43 6x10°
Xac pDB2 com tratamento 0.42 5x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.44 7x10°
Xac pDB2 com tratamento 0.42 5x10°

Crescimento bacteriano ap6s 2 hora de exposi¢do a 2mM de teofilina.

Amostra DO 600nm | CFU/mI
Xac pDB2 sem tratamento 0.62 5x10°
Xac pDB2 com tratamento 0.54 8x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.57 7x10°




Xac pDB2 com tratamento 0.52 4x10°
Xac pDB2 sem tratamento 0.58 8x10°
Xac pDB2 com tratamento 0.55 5x10°
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ANEXO 2 - Detalhes do cultivo da linhagem Xac pDB2 nas condi¢des de auséncia/presenca

de 2mM de teofilina para realizacdo do ensaio de gRT-PCR do gene alfa-amilase.

Crescimento bacteriano nas primeiras 4 horas.

DO Quantificacao de
Amostra CFU/mlI RNA/DNAse
600nm
(ng/pl)
Xac pDB2 sem tratamento 0.27 5x10° 61,6
Xac pDB2 sem tratamento 0.26 6x10° 37
Xac pDB2 sem tratamento 0.26 5x10° 32

Crescimento bacteriano ap6s 1 hora de exposi¢do a 2mM de teofilina.

DO Quantificacdo de
Amostra 600nm CFU/mlI RNA/DNAse
(ng/ul)
Xac pDB2 sem tratamento 0.37 6x10° 47,5
Xac pDB2 com tratamento 0.36 6x10° 49,2
Xac pDB2 sem tratamento 0.37 7x10° 55,6
Xac pDB2 com tratamento 0.32 6x10° 45,4
Xac pDB2 sem tratamento 0.32 7x10° 54,2
Xac pDB2 com tratamento 0.32 6x10° 46,3

Crescimento bacteriano ap6s 2 horas de exposi¢do a 2mM de teofilina.

DO Quantificacao de
Amostra 600nm CFU/ml RNA/DNAse
(ng/ul)

Xac pDB2 sem tratamento |  0.52 9x10° 35,4
Xac pDB2 com tratamento 0.5 9x10° 56

Xac pDB2 sem tratamento |  0.48 9x10° 64,5
Xac pDB2 com tratamento 0.4 9x10° 56,2
Xac pDB2 sem tratamento 0.42 9x10° 55,4
Xac pDB2 com tratamento 0.4 8x10° 55,2




