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RESUMO

Bactérias podem ser atraidas ou repelidas por moléculas presentes no meio em que vivem.
Tais moléculas induzem uma cascata de fosforilacdo e provocam a rotacdo dos flagelos,
que impulsionam a bactéria, um mecanismo chamado quimiotaxia. Nesse contexto,
bactérias do solo frequentemente competem por nutrientes e espago, de maneira que a
quimiotaxia em direcdo a compostos secretados por exsudatos vegetais ¢ fundamental
para a colonizagdo radicular. Sendo assim, a insercdo de modificacdes genéticas em
bactérias dando-as a capacidade de se locomoverem em dire¢ao a moléculas especificas,
surge como uma oportunidade para investigar o papel da quimiotaxia na competi¢ao pelo
hospedeiro. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi regular a quimiotaxia de
Escherichia coli em direcdo a quercetina, um flavonoide abundante e frequentemente
secretado por plantas. Para isso, foram construidos circuitos regulatérios que envolvem o
repressor transcricional QdoR e o promotor do gene gdol de Bacillus subtilis. Quando
QdoR ¢ expresso, liga-se fortemente aos sitios operadores a montante de gdol, porém se
desliga quando interage com flavonoides, como a quercetina. Nos circuitos construidos
nesse trabalho, o promotor de gdol regula a expressao do gene cheZ de E. coli. A fosfatase
CheZ controla os niveis de defosforilagdo da proteina CheY e por consequéncia regula a
quimiotaxia. Além disso, a expressdao de cheZ foi modulada, com o intuito de produzir
diferentes niveis de quimiotaxia, permitindo uma analise da competicao entre estirpes de
E. coli que se movem rapidamente e lentamente em direcdo a quercetina. Com essa
dindmica, esse trabalho representa esfor¢os iniciais para o melhor entendimento da

dindmica da quimiotaxia de bactérias em uma mesma populacao.

Palavras-chave: Quimiotaxia; Flavonoides; Circuitos Genéticos; Escherichia coli.



ABSTRACT

Bacteria can be attracted or repelled by molecules in their environment. These molecules
induce a phosphorylation cascade and trigger the rotation of flagella, propelling the
bacteria in a mechanism called chemotaxis. In this context, soil bacteria often compete
for nutrients and space, and chemotaxis towards compounds secreted by plant exudates
is crucial for bacterial root colonization. Therefore, the insertion of genetic modifications
in bacteria, giving them the ability to move towards specific molecules, emerges as an
opportunity to investigate the role of chemotaxis in host competition. The goal of this
study is to regulate the chemotaxis of Escherichia coli towards quercetin, an abundant
flavonoid frequently secreted by plants. To achieve this, regulatory circuits involving the
transcriptional repressor QdoR and the promoter of the gdol gene from Bacillus subtilis
were constructed. When QdoR is expressed, it strongly binds to operator sites upstream
of gqdol, but unbinds upon interaction with flavonoids such as quercetin. In our circuits,
the gdol promoter regulates the expression of the cheZ gene in E. coli. The CheZ
phosphatase controls the dephosphorylation levels of the CheY protein and consequently
regulates chemotaxis. Additionally, the expression of cheZ has been modulated with the
aim of producing different levels of chemotaxis, enabling an analysis of the competition
between strains of E. coli that move rapidly and slowly towards quercetin. With this
dynamic, this work represents initial efforts towards a better understanding of chemotaxis

of bacteria in the same population.

Palavras-chave: Chemotaxis; Flavonoids; Genetic Circuits; Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

A quimiotaxia ¢ um mecanismo molecular envolvido no movimento de bactérias
por meio da rotagdo flagelar, em resposta a sinais quimicos do ambiente em que vivem.
Através desse mecanismo, sdo estabelecidas interagdes planta-bactéria, nas quais a planta
libera em suas raizes moléculas sinalizadoras, que sdo identificadas por bactérias
rizosféricas ou bactérias do solo como também sdo conhecidas (Feng et al., 2021). Ao
mesmo tempo, bactérias presentes no solo identificam e processam essas moléculas,
gerando uma resposta na rotagdo dos flagelos que permite o deslocamento da bactéria.
Através desse mecanismo, bactérias benéficas podem ser atraidas pela sinaliza¢do da
planta, enquanto bactérias patogénicas podem ser repelidas (Del Valle et al., 2020; Cesco
etal.,2012; Ahuja & Kissen, 2012), isso representa uma maneira da planta selecionar sua
comunidade de bactérias hospedeiras. Um exemplo cldssico de sinalizagdo guiada por
flavonoides ¢ a relagdo mutualistica entre algumas espécies de Rhizobium e plantas
leguminosas. A presenga de bactérias benéficas atraidas pode influenciar positivamente a
planta, estimulando a nodulacdo das raizes por exemplo, que permite a fixagdo bioldgica
de nitrogénio e também pode propiciar defesa contra fitopatdogenos e aumentar a absor¢ao
de nutrientes (Ahemad & Khan, 2013; Feng et al., 2021). Apesar disso, recentemente essa
ideia de quimioatracao de Rhizobium por flavonoides foi refutada (Compton et al., 2020).

O reconhecimento de metabolitos produzido pelas plantas em seus exsudatos
radiculares por bactérias do solo acontece naturalmente. Por exemplo, Bacillus subtilis
possui o regulador transcricional negativo QdoR do tipo TetR que ¢ induzido por
flavonoides como quercetina e fisetina (Hirooka et al., 2007). O sistema em questao ¢
induzido por flavonoides especificos e torna a bactéria resistente aos efeitos toxicos destas
moléculas, permitindo seu estabelecimento com o hospedeiro vegetal, a0 mesmo tempo
que previne bactérias patogénicas que ndo sao resistentes. Portanto, os flavonoides sao
metabolitos secundarios versateis das plantas que as defendem contra invasores e
sinalizam atracdo para microrganismos benéficos do solo. A quercetina destaca-se por
possuir propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias (Kumar et al., 2003; Moreira et al.,
2004) e ja foi encontrada em exsudatos de raizes de Zea mays (milho) (Kidd et al., 2001),
Arabidopsis thaliana (Narasimhan et al., 2003) e Alnus glutinosa (Hughes et al., 1999).

O sistema QdoR de B. subtilis ¢ baseado na produ¢do de gdol (quercetina 2,3-
dioxigenase), uma enzima que inativa a quercetina convertendo-a em 4cido 2-

protocatecuiol-floroglucinol carboxilico e mondxido de carbono. O gene gdol possui em
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sua regido upstream dois sitios operadores para o repressor transcricional QdoR, que
também possui um sitio operador upstream do gene gdoR, ou seja, QdoR pode se
autoreprimir. A quercetina, por sua vez, inibe a ligacdo de QdoR ao DNA, induzindo a
expressdo de gdol e gdoR. Dessa forma, quando QdoR ¢ expresso, liga-se fortemente aos
sitios operadores upstream de gdol, porém se desliga quando interage com quercetina
(Hirooka et al., 2007).

Para entender a regulacdo da quimiotaxia, ¢ importante destacar a sua via
metabolica, que é bem descrita na literatura., Consiste em uma cascata de fosforilagao e
desfosforilagdo das proteinas CheY e CheZ (em conjunto com cascatas de metilagdo e
desmetilagdo, explicadas mais adiante) que ativa os movimentos de tumbling e running
da bactéria dependendo da presencga ou auséncia de um ligante nos quimioreceptores de
membrana. O regulador de motilidade bacteriana, CheZ, ¢ uma fosfatase responsavel por
controlar o nivel de CheY fosforilado (CheY-P), que, por sua vez, regula o modo de
rotagdo da natacdo bacteriana. CheY-P se liga a proteina flagelar FliM e induz o flagelo
a rotacionar no sentido horario (CW), o que faz com que a célula entre no estado de
tumbling. Em contrapartida, o fendtipo running € restaurado pela agao da fosfatase CheZ,
que desfosforila CheY-P e faz com que os flagelos rotacionem no sentido anti-horario
(CCW). E. coli sem o gene cheZ (AcheZ), perde sua capacidade de movimento
direcionado pois ndo pode desfosforilar CheY-P e fica em estado de tumbling continuo
(Virgile et al., 2018; Topp & Gallivan, 2007).

Este trabalho, portanto, buscou reprogramar o sistema QdoR de B. subtilis para
regular a expressao do gene cheZ em Escherichia coli, através de sua regulagdo a nivel
transcricional pelo repressor QdoR, que € inativado por quercetina. Para isso foi utilizada
a biologia sintética para construir circuitos genéticos unindo partes genéticas individuais
(como promotores, genes, sitios de ligagdo ribossomal e terminador transcricional) em
um plasmideo estavel em E. coli (Kim et al., 2018; Xia et al., 2019). Considerando a
versatilidade dos circuitos genéticos, a locomog¢ao de E. coli em direcdo a moléculas
quimicas especificas e ndo cognatas, tais como flavonoides, surge como uma
oportunidade para investigar as bases da quimiotaxia na competicdo bacteriana pela
colonizacao do hospedeiro vegetal. Além disso, foram construidos 2 circuitos utilizando
promotores de forgas transcricionais diferentes, com cada promotor em um circuito
diferente, regulando a expressao de gdoR, que regula a expressao de cheZ. Com isso, a
hipotese ¢ de que dois niveis de expressdo de cheZ diferentes serdo gerados, o que permite

uma investigacdo do comportamento e da relacdo intraespecifica de populagdes de
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bactérias que respondem de maneira réapida e lenta ao quimioatraente. Os circuitos
desenvolvidos nesse trabalho podem fornecer uma estratégia para o melhor entendimento
da quimiotaxia bacteriana, bem como melhorar a compreensdo a respeito do papel dos

flavonoides na sele¢ao de bactérias rizosféricas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CIRCUITOS GENETICOS RESPONSIVOS A FLAVONOIDES

A biologia sintética utiliza diversas ferramentas para programar microrganismos,
permitindo que realizem fungdes especificas e alcancem diversas funcionalidades (Xia et
al., 2019). Os circuitos genéticos sdo uma dessas ferramentas. Consistem em uma
combinacdo de varios genes, elementos reguladores ou partes bioldgicas de interesse, de
modo similar a um circuito elétrico. Nesses circuitos, os sinais de entrada (inputs) sao
recebidos e computados para controlar a expressao de sinais de saida (outputs). Os inputs
geralmente sdo identificados pelo modulo detector do circuito, que reconhece sinais como
substratos celulares e produtos do metabolismo. Ja os ouputs costumam fazer parte de um
modulo operador, que processa o sinal recebido e determina a resposta celular. Assim, o
sinal de saida ou “reporter” ¢ expresso. Geralmente, esse sinal precisa ter alguma
caracteristica detectavel, por exemplo uma proteina fluorescente. (Kim et al., 2018).

Sao frequentes os estudos que utilizam circuitos genéticos que realizam o controle
em diferentes niveis (transcricional, traducional etc.) de sequéncias codificantes, com
aplicacdes voltadas para diagnostico de doengas (Mckay et al., 2018) e controle da
simbiose planta-bactéria (Haskett et al., 2023). Além disso, a partir dos anos 2000, foram
feitos diversos estudos envolvendo modificacdo de bactérias para serem
quimiotaticamente atraidas por poluentes industriais, hidrocarbonetos aromaticos
(naftaleno, petrdleo), herbicidas e seus produtos de degradacdo (Parales & Harwood,
2002). Dessa forma, a capacidade de reprogramar bactérias para seguirem sinais quimicos
tem o poder de criar novas oportunidades em biorremediagdo, bionanotecnologia e na
propria biologia sintética (Topp & Gallivan, 2007).

A introdugdo de flavonoides em circuitos genéticos ¢ relativamente recente na
literatura. Considerando a grande importancia dos flavonoides na comunicagao planta-
bactéria através do estabelecimento de relagdes simbidticas (Mierziak et al., 2014), o

sistema QdoR de B. subtilis ja foi modificado e aplicado para construir biossensores para
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detectar a concentragdo intracelular de quercetina em E. coli (Siedler et al., 2014) e
monitorar sua concentragdo no solo (Del Valle et al., 2020). Os biossensores de
flavonoides sdo bastante estudados na literatura (De Paepe et al., 2018; Pini et al., 2017,
Siedler et al., 2014). Circuitos genéticos responsivos a naringenina, um flavonoide da
classe flavanona, também sao bastante promissores. Ao contrario do sistema QdoR que
se baseia em um repressor transcricional, o sistema FdeR tem como base um ativador
transcricional regulado por naringenina. Esse sistema também tem sido bem explorado
recentemente (De Paepe ef al., 2018; Kashiwagi ef al., 2024; Meyer et al., 2019; Ryu et
al., 2020).

Em relagdo a regulagdo da expressao génica utilizando circuitos genéticos
responsivos a flavonoides, destaca-se o trabalho de Kashiwagi ef al. (2021). Os autores
utilizaram componentes do sistema QdoR de B. subtilis em E. coli e construiram circuitos
genéticos cujo ouput ¢ a expressdo da proteina GFP. Esse sistema, diferente de um
biossensor convencional, utilizou uma biblioteca de promotores de diferentes forcas
transcricionais, demonstrando que para a mesma concentragdo de quercetina, a expressao
de gfp ocorre em diferentes niveis dependendo do promotor que regula o repressor QdoR.
Os autores ainda misturaram duas estirpes que expressam quantidades altas (regulagao
pelo promotor J23110) e baixas (regulacdo pelo promotor J23114) de QdoR e ao induzir
com a mesma concentragdo de quercetina, duas populagdes estaveis que expressam
diferentes niveis de seus genes reporteres foram geradas. Este trabalho representa uma
oportunidade para estudar a motilidade direcionada a moléculas especificas, mediante a
substituicdo do gene gfp por cheZ. Isso permitiria verificar a influéncia da quimiotaxia na
relacdo competitiva entre bactérias colonizando seus hospedeiros. Além disso, ao obter
bactérias rapidas e lentas na mesma populagdo, seria possivel analisar se bactérias mais
rapidas podem estabelecer uma relagdo harmonica com as mais lentas, e assim, a
quimiotaxia direcionada nao seria apenas especifica para a populacdo que responde

rapido ao indutor.

2.2 VIA METABOLICA DA QUIMIOTAXIA E MECANISMO DE ADAPTACAO

Para entender o funcionamento da quimiotaxia, € necessario entender seu
mecanismo bioquimico de funcionamento (Figura 1), que ¢é bem caracterizado
principalmente em E. coli, apesar de sua complexidade. Os principais componentes

moleculares da via de sinaliza¢do de quimiotaxia sao conservados em muitas espécies de
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bactérias (Alexander & Zhulin, 2007), porém o organismo modelo utilizado nesse
trabalho é E. coli. O mecanismo molecular da quimiotaxia ¢ ativado e desativado por
sucessivas fosforilagdes e desfosforilagdes entre as proteinas CheA, CheB, CheR, CheW,
CheY e CheZ, que controlam a rotacdo dos flagelos. Na membrana celular bacteriana,
existem pelo menos 5 tipos de quimioreceptores denominados MCP (methyl-accepting
chemotaxis proteins) que reconhecem diversos atraentes. Por exemplo, os aminoacidos
aspartato e serina sdo quimioatraentes para E. coli (Cremer et al., 2019). Esses receptores
se associam as proteinas CheW e CheA. CheW ¢é uma proteina que conecta o
quimioreceptor a CheA, que por sua vez ¢ uma histidina quinase com capacidade de
autofosforilacdo dependendo da auséncia ou presenga de ligantes no receptor de
membrana. Além disso, a metiltransferase CheR ¢ responsdvel por metilar o receptor
associado a molécula atraente e assim estimular a atividade fosforilase de CheA. Como
resultado, CheA transfere um grupamento fosforil para a proteina reguladora de resposta,
CheY. A forma fosforilada de CheY (CheY-P) liga-se aos motores flagelares e favorece
sua rota¢ao no sentido horario. Com isso, a bactéria assume um fenotipo de tumbling
(quimiotaxia bloqueada, a bactéria se desloca em em volta do seu proprio eixo de
rotagdo). A proteina terminal dessa cascata ¢ a fosfatase CheZ, que atua sobre CheY-P e
regula seus niveis de fosforilagdo. Por outro lado, a quimiotaxia ¢ ativada quando ao redor
da bactéria a concentracao de quimioatraente diminui e, portanto, diminui a ocupagao nos
sitios do quimioreceptor, gerando uma mudanga conformacional em CheA, que deixa de
se autofosforilar. Isso ocasiona, ao longo do tempo, uma queda nos niveis de CheY-P,
devido a agdo de CheZ e a falta de reposi¢cdo de grupos fosforil por CheA. Quando os
niveis de CheY-P caem, o motor flagelar ¢ induzido a rotacionar no sentido anti-horario,
permitindo a bactéria um fendtipo de running (deslocamento direcionado) (Figura 2)
(Virgile et al., 2018; Topp & Gallivan, 2007). A atividade de CheZ, portanto, ¢
imprescindivel para que haja quimiotaxia, visto que estirpes de E. coli AcheZ nao sao

quimiotaticas (Hazelbauer ef al., 2008; Virgile et al., 2018; Topp & Gallivan, 2007).
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FIGURA 1: MECANISMO MOLECULAR DA QUIMIOTAXIA.

No cenario onde ndo ha quimioatraentes ligados aos quimioreceptores de membrana, a proteina CheA fica
em sua forma ativada e se autofosforila. Esse fosfato ¢ transferido para proteinas CheY, que em sua forma
fosforilada (CheY-P) se ligam nos motores flagelares da bactéria, induzindo sua rotagdo no sentido horario.
O resultado ¢ o fenotipo de tumbling onde os flagelos nao rotacionam em sincronia ¢ ndo direcionam a
célula. De modo contrario, na presenga de quimioatraentes se ligando aos receptores, a proteina CheA sofre
uma mudanga conformacional e perde sua capacidade de autofosforilagdo. Com o tempo, a fosfatase CheZ
remove o grupo fosfato de CheY, liberando os motores flagelares, que sem um CheY -P ligado rotacionam
no sentido anti-horario. O resultado ¢ a rotagdo sincronizada dos flagelos, propulsionando a bactéria em
uma dire¢do. Nessa condigao, as células se deslocam em busca de nutrientes. Fonte: Adaptado de Topp &
Gallivan, (2007).
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FIGURA 2: INFLUENCIA DA EXPRESSAO DE cheZ NA ROTACAO DOS
FLAGELOS DE E. coli.

Quercetina

A figura representa em forma ilustrativa a hipotese do trabalho. (A) Espera-se que na auséncia de
quercetina, as células ndo expressem cheZ e permanecam em fumbling, com CheY-P ligado aos motores
flagelares. (B) porém ao adicionar quercetina, a expressdo de cheZ ¢ liberada para remover o fosfato de
CheY, liberando os flagelos e permitindo o fenétipo de running. Fonte: Adaptado de Virgile et al., (2018).
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A cascata bioquimica da quimiotaxia possui uma regulagdo adicional por
metilagdes e desmetilagdes, fornecidas pelas metiltransferases de adaptacdo CheB e
CheR, que tem como objetivo adaptar as células a gradientes de nutrientes. A célula se
torna adaptada a um determinado gradiente de nutrientes devido a agdo de CheR. CheR
adiciona grupamentos metil aos quimioreceptores ja ativados por um ligante, o que induz
a reativagdo de CheA mesmo na presencga de quimioatraentes. Essa metilacdo devolve a
capacidade de autofosforilacdo de CheA, o que também aumenta os niveis de CheY-P e
faz a célula aumentar sua frequéncia de fumbling mesmo na presenca de quimioatrantes.
Esse mecanismo aumenta a probabilidade de a célula permanecer em locais com maior
quantidade de nutrientes e evitar pontos onde eles estdo em menor quantidade, visando
sua sobrevivéncia. Isso também faz com que a célula busque por concentracdes cada vez
maiores de nutrientes. A proteina CheB, em contrapartida, realiza a desmetilagdo dos
quimioreceptores, o que acontece ao longo do tempo quando a célula se desloca de uma
regido de maior para menor concentracdo de atraentes (Kanungpean et al., 2011, Garcia-
Fontana et al., 2013; Berg, 2000).

Todas as proteinas da cascata bioquimica da quimiotaxia possuem fungdes
importantes para o seu funcionamento. Mutantes de todos os genes dessa via ja foram
estudados, todos eles apresentam padroes de motilidade alterados, e geralmente nao sdo
quimiotaticos. (Parkinson & Houts, 1982). O gene cheZ, no entanto, aparenta ser o mais
promissor para a regulacdo da via, pois sua atividade ¢ decisiva na expressao do fendtipo
running. Além disso, os trabalhos que realizaram engenharia da quimiotaxia, em sua
maioria utilizam esse gene como resposta a uma molécula indutora (Topp & Gallivan,
2007; Virgile et al., 2014; McKay et al., 2017; McKay et al., 2018; Wang et al, 2023). E
importante salientar que a concentra¢do das proteinas que compdem a rede pode variar
entre uma célula e outra, dentro da mesma populagdo, de modo inevitavel. Dessa forma,
existem bactérias mais e menos sensiveis aos efeitos de tais proteinas, em uma amostra.
Um exemplo dessa variagao ocorre quando uma célula se divide, o que faz com que as as
proteinas soliveis sejam particionadas aleatoriamente. Como a maioria das proteinas
envolvidas na sinalizagdo e adaptagdo sdo soluveis e estdo presentes em apenas algumas

centenas de copias por célula, as suas concentragdes variam (Alon et al., 1999).
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2.3 REGULACAO DA QUIMIOTAXIA EM Escherichia coli

Primeiramente, € necessario esclarecer a diferenca entre motilidade e quimiotaxia.
A motilidade bacteriana refere-se ao deslocamento nao direcionado de células, seja ele
pelo mecanismo swimming ou swarming (Figura 3), utilizando flagelos, pili, entre outras
formas de locomog¢do (Wadhwa & Berg, 2022). Em outras palavras, a motilidade nao
envolve a ativagdo de receptores de membrana. Por outro lado, a quimiotaxia ¢ um tipo
especifico de movimento direcionado em resposta a gradientes quimicos no ambiente. As
bactérias sdo capazes de detectar substancias quimicas em seu ambiente e ajustar sua
direcdo de movimento em resposta a esses gradientes quimicos. Além disso, na
quimiotaxia positiva, as bactérias movem-se em dire¢do a concentragdes crescentes de
uma substancia quimica (quimioatraente), enquanto na quimiotaxia negativa, elas se
afastam de concentragdes crescentes (quimiorepelente) (Topp & Gallivan, 2007; Wadhwa
& Berg, 2022). Recentemente foi demonstrado que a atragdo por uma molécula de difusao
rapida e a repulsdo por uma molécula de difusdo lenta sdo combinadas, surge o
movimento em uma nova dire¢do e os tempos de interceptacdo sdo significativamente
reduzidos, ou seja, melhorando a resposta quimiotatica (Bloxham et al., 2024).

Os quimioatraentes geralmente sdo compostos energéticos para as bactérias, como
glucose e aminodcidos, moléculas que ativam MCPs especificos nas células e induzem a

rotacao flagelar que impulsiona a bactéria (Virgile et al., 2018).
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FIGURA 3: REPRESENTACAO DA DIFERENCA ENTRE SWIMMING E
SWARMING.

O fendtipo swimming refre-se ao movimento individual de cada célula, reflexo da rotacdo dos flagelos e
ocorre em meio liquido. Ja o swarming ocorre em superficies de meios de cultura (semissélidos ou solidos)
e consiste no movimento de “arraste” coletivo das células. Fonte: Wadhwa & Berg, (2022).

E importante antecipar que a utilizagdo de um sistema de expressio induzivel por
ligantes ndo-cognatos como os flavonoides, ou seja, ndo naturais para as bactérias, para
controlar a expressao de cheZ, denomina-se pseudotaxia. Este sistema ¢ diferente da
quimiotaxia classica de E. coli, pois a motilidade celular em direcdo ao novo ligante seria
ditada pela concentracdo absoluta do ligante em um momento especifico, ao invés das
diferencas de concentracdo entre dois pontos no tempo. Além disso, na pseudotaxia os
ligantes, na maioria das vezes, ndo sdo metabolizaveis pela célula, entdo ndo ativam os
receptores de membrana. Por isso, para que seja observada a movimentagao de bactérias
reprogramadas, ¢ necessario haver uma fonte de carbono para ativar o receptor de
membrana e o indutor da expressao de cheZ, no mesmo meio de cultivo (Topp & Gallivan,
2007; Virgile et al., 2018).

Apesar de a motilidade de E. coli também ter sido estudada ao mesmo tempo que
a quimiotaxia, a maior parte da aten¢ao no que diz a respeito a estudos de locomogao,

possui relacdo com a cascata bioquimica da quimiotaxia. Entretanto, ndo € raro encontrar
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investigacoes sobre a regulagao da motilidade de E. coli através de circuitos genéticos.
Para isso, ¢ utilizado como output o gene motA, cuja expressdo gera uma proteina
reguladora do torque necessario para a rotagdo flagelar. Utilizando como input o 3-oxo-
hexanoil-homoserina (30C6HSL), um produto metabolico do fitopatdogeno Pantoea
stewartii, Ravichandar et al. (2017) condicionaram o movimento de E. coli a presenca
desse composto. Desse modo, na auséncia de 30C6HSL, a expressdo de motA foi
reprimida e a bactéria perdeu a motilidade. Porém, apos a adicdo de 30C6HSL, a
expressao de motA foi restaurada, restaurando também a motilidade celular. Entretanto,
regular a expressdo de motA altera apenas a capacidade de motilidade, o que esta
relacionado a rotagdo dos flagelos independente de quimioatragdo. Utilizando esse
sistema, seria possivel apenas ativar e desativar o movimento da estirpe programada. A
capacidade de bactérias em detectar e se mover em direcdo a moléculas sinalizadoras
consiste principalmente na regulacdo transcricional do gene cheZ de E. coli (Virgile et
al.,2014).

Como mencionado anteriormente, além da expressio de cheZ, para que o
deslocamento das células aconteca, ¢ necessario a presenca de uma fonte de carbono,
comumente o aminoacido aspartato, que ativa o receptore de membrana Tar. Com base
nisso, Topp & Gallivan (2007) desenvolveram um mRNA regulador (riboswitch), que
permite a expressao de cheZ somente na presenga de um input, que nesse caso, induz uma
mudanga conformacional no riboswitch e libera o sitio de ligacdo ribossomal do gene
cheZ, permitindo sua traducdo. Esse input foi a teofilina, um alcaloide analogo a cafeina,
que ndo ¢ um quimioatraente natural e ndo ¢ metabolizado por E. coli. Mesmo assim, a
teofilina foi capaz de induzir essa mudanga conformacional aos riboswitches e permitiu
a traducdo de cheZ. Na verdade, o movimento observado pelos autores foi o de
pseudotaxia, como mencionado anteriormente. Na presenga de aspartato, as bactérias se
deslocaram em dire¢ao a um gradiente de teofilina. Entretanto, os autores utilizaram
glicerol 2% no meio minimo testado. Isso pode causar interferéncias nos dados de
quimiotaxia, uma vez que o glicerol em baixas concentragdes exerce efeito
quimioatraente e causa alteragdes no transporte de elétrons e no potencial de membrana
(Rebbapragada et al., 1997).

Os estudos sobre regulagcdo da quimiotaxia em si, sdo mais frequentes e atuais na
literatura do que a motilidade. Aplicagdes in vivo de bactérias modificadas para o
diagndstico e tratamento de doengas sdo dificultados pela sua acumulagao ineficiente em

areas de inflamacgdo. Dessa forma, existem varios estudos utilizando biomarcadores de
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inflamac¢ao como atratores de E. coli. Mediante a expressao de cheZ em E. coli, dentro de
um circuito genético responsivo a peroxido de hidrogénio (H20.), Virgile ef al. (2018)
desenvolveram um sistema no qual E. coli foi reprogramada para se mover em dire¢do a
H>0., uma molécula sinalizadora da resposta imune. Isso foi feito utilizando cheZ como
output ¢ um modulo detector composto pelo regulador oxyR, relacionado ao estresse
oxidativo por meio da detec¢do de H>O2 no ambiente. Entretanto, o H2O2 ¢ uma molécula
cognata a bactéria, ou seja, existe uma produgdo endoégena, mesmo que baixa, que pode
gerar ruidos indesejaveis na expressao de cheZ e ativar a quimiotaxia sem especificidade.
Por outro lado, o trabalho de McKay et al. (2017) foi promissor para regular a quimiotaxia
em E. coli, através de um circuito genético responsivo a piocianina, uma toxina emitida
por Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose cistica. Isso foi feito
condicionando a expressao de cheZ ao promotor soxRS, que controla a transcri¢ao do seu
proprio repressor SoxR. Assim, quando em contanto com a piocianina, SoxR ¢ oxidado e
desreprime a expressao de soxRS, permitindo a transcri¢do de cheZ e como consequéncia,
ativacdo da quimiotaxia. Todavia, SoxR também pode ser oxidado por diversas moléculas
e agentes oxidantes, o que pode levar a expressdo de cheZ mesmo na auséncia de
piocianina.

No trabalho mais recente, E. coli foi reprogramada para migrar em direcdo a
tetrationato (um biomarcador de inflamacao intestinal), que ¢ regulado pelo sistema de
dois componentes TtrSR (TCS) de Shewanella baltica (Wang et al., 2023). Os autores
introduziram em E. coli o cluster de genes ttrBCA que expressa a tetrationato redutase de
Salmonella enterica typhimurium, um importante patégeno que causa inflamacgao
intestinal. Como resultado, a estirpe gerada exibiu tropismo ao tetrationato mediante
expressdo de cheZ, em comparagdo com a cepa original, e foi capaz de metabolizar a
molécula, exibindo uma alta especificidade. Além disso, os autores otimizaram os
elementos do circuito construido (RBS, sequéncias e promotores) para obter uma
atividade especifica e sensivel na deteccao e migracao em dire¢do ao tetrationato.

Apesar disso, assume-se que sempre havera um vazamento da expressao de cheZ,
pois existem muitas variaveis moleculares no estudo dessa via de transducdo de sinal
(Alon et al, 1999). Analisar a expressdo de gfp como repdrter de um circuito, por
exemplo, fornece dados mais confidveis, pois ndo ha uma sequéncia de reacgdes
enzimaticas até a expressao do fenotipo de fluorescéncia verde, como ha na quimiotaxia.
Além disso, também ¢ possivel que na mesma populagdo de bactérias reprogramadas, a

expressdo de cheZ e de todas as outras proteinas da quimiotaxia seja diferencial entre as
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células individuais, o que ¢ inevitavel (Alon ef al., 1999). E possivel também que haja
uma heterogeneidade na expressdao do fenotipo devido a variagdo nas concentragdes de
proteinas que participam da via da quimiotaxia. Essas variagdes sdo comuns em sistemas
bioldgicos (Altschuler & Wu, 2010). Dessa forma, provavelmente que uma bactéria com
alta expressao de cheZ, ao se deslocar, arraste consigo bactérias com baixa expressao.
Essa ¢ uma dindmica que ainda ndo foi explorada no campo da quimiotaxia. Portanto,
ainda ndo se conhece a logistica que bactérias de uma mesma populacio assumem quando
encontram um atrator, ou seja, as bactérias que respondem rapido influenciam nas que
respondem lentamente ou que nao respondem? A resposta a essa questao surge como uma
oportunidade para estudar a movimentacdo de bactérias guiadas por moléculas que
naturalmente nao sdo reconhecidas pelo organismo em questao.

Por fim, apesar de representarem iniciativas interessantes que podem ser
aprimoradas para um mecanismo de entrega de farmacos, diagndstico e controle de
patogenos, ainda ndo ha relatos de circuitos genéticos envolvendo a regulacdo da
quimiotaxia utilizando flavonoides. Sabe-se que a quimiotaxia ¢ um processo importante
para o estabelecimento da relag@o planta-bactéria, como foi introduzido na segdo 1, e que
muitos flavonoides sdo naturalmente quimioatraentes para alguns microrganismos.
Porém, mesmo assim, a literatura ainda ¢ pobre envolvendo pesquisas sobre a regulagao

da motilidade em bactérias competindo pela colonizagao de seus hospedeiros.

2.4 METODOS DE ANALISE DA QUIMIOTAXIA

O actmulo de técnicas para o estudo da quimiotaxia acontece desde o século
passado (Adler, 1975). Grande parte dos trabalhos relacionados a anélise da quimiotaxia
em bactérias sdo focados em andlises quantitativas da expressdo génica das proteinas
envolvidas em seu mecanismo molecular (Webb ef al., 2018), utilizando também
modelagem matematica para predicdes experimentais (Edginton & Tindall, 2018).
Analises qualitativas também sdo frequentemente realizadas, com o objetivo de verificar
visualmente se bactérias possuem quimiotaxia positiva para compostos de interesse
(Parales & Harwood, 2002).

Por muitos anos se utilizou como técnica padrao no estudo de quimiotaxia placas
de meio semissolido. Entretanto, a modernizacdo tecnologica estd favorecendo a
predominancia de ensaios de microscopia e microfluidica (Long et al., 2017) e

capilaridade, que estdo substituindo a medida de halos em meio semissolido aos poucos
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(Darias et al., 2014). Isso porque provavelmente hd muito mais varidveis a serem
controladas ao utilizar meios semissolidos, como por exemplo a evaporagdo da agua que
¢ inevitavel e altera a concentragdo de agar. Isso acaba se tornando uma variavel
problemadtica, uma vez que a partir de uma concentracdo de 4gar acima de 0,25%, a
probabilidade de observar o fendtipo de deslocamento coletivo de bactérias (swarming)
¢ maior (Ha et al., 2014; Kearns, 2010). Além disso, a profundidade no agar onde as
bactérias sdo inoculadas também pode interferir no tipo de motilidade (Wadhwa & Berg,
2022). Se o indculo ocorrer na superficie do dgar em forma de gota, sem perfuracgdo, a
tendéncia ¢ que as bactérias se movimentem em swarmming, a0 mesmo tempo que ¢ uma
dificuldade inocular bactérias exclusivamente no corpo do meio, evitando que algumas
se desprendam e subam para a superficie. Inocular bactérias no fundo da placa também
aumenta a chance de observar fendtipos distintos de swimming, como o twiching e
glinding, por exemplo (Wadhwa & Berg, 2022). Dessa forma, visualizar exclusivamente
fenotipos de swimming em meio semissolido acaba se tornando pontual para algumas
analises. Neste contexto, os ensaios em meio liquido parecem ser mais adequados para
analise quantitativa da quimiotaxia, no fenotipo swimming.

Meétodos de capilaridade tem sido cada vez mais adotados devido ao seu baixo
custo e facilidade de replicacdo. Além disso, por se tratar de um método vertical, as
células migram contra a forga gravitacional, o que torna o método sensivel. Ainda, a
principal forma de comunicagdo entre as camaras interna e externa ¢ a capilaridade,
portanto, experimentos de capilaridade sdo sistemas semifechados onde a evaporagdo do
fluido ¢ minimizada. Por fim, ndo hé difusdo do quimioatraente colocado nos capilares,
em pelo menos 30 minutos de experimento (Lopez ef al., 2021).

Analises utilizando microscopia sdo inovadoras pelo fato de permitirem observar
a dinamica espago-temporal de células fluorescentes usando microscopia confocal ou
microscopia de contraste de fase, por exemplo. Utilizando as imagens obtidas por
microscopia, € possivel analisar as células individualmente, permitindo caracterizar o
movimento aleatorio das células e suas trajetorias ao longo do tempo (Cremer et al.,

2018).

3 OBJETIVOS

A quimiotaxia estd entre os mecanismos moleculares mais caracterizados na

biologia. E comum visualizar tal mecanismo como uma resposta a diminui¢ao de
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nutrientes ou uma forma de escapar de substancias que representam perigo. Apesar disso,
pouco ¢ conhecido a respeito da sua dinamica dentro de uma populacdo de bactérias.
Nesse contexto, o principal objetivo deste trabalho foi regular a quimiotaxia de
Escherichia coli (BW25113 AcheZ) através da construcdo de circuitos genéticos que
permitem as células de uma populagao se locomoverem, em diferentes intensidades, na

presenga do flavonoide quercetina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(7): Construir circuitos genéticos com promotores de diferentes forcas regulando a
expressao do gene gdoR, que por sua vez, controla a expressao de cheZ, e transforma-los
em BW25113 AcheZ.

(ii): Analisar a pseudotaxia das bactérias modificadas, em resposta a quercetina,

comparando a influéncia dos promotores em cada estirpe gerada.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MEIOS DE CULTURA, CONDICOES DE CULTIVO E ANTIBIOTICOS

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB (Lisogeny Broth) (Extrato de
levedura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, pH 7) (Sambrook & Russel, 2006) a 37°C
sob agitacdo orbital constante de 120 RPM e em meio sélido LA (LB com 15 g/L de agar)
(Sambrook & Russel, 2006). As células de E. coli foram estocadas a -20 °C em glicerol
50%.

Para a execucgdo de todos os experimentos, 5S—10uL de E. coli armazenada como
estoques em glicerol foram inoculadas em placas de meio Lisogeny Broth (LB) solido,
acrescidas do antibidtico correspondente, canamicina (50 pg/mL), gentamicina (15
ug/mL), cloranfenicol (30 pg/mL) e/ou ampicilina (250 pg/mL) e cultivados a 37°C por
14-16 horas. Em seguida, colonias individuais foram selecionadas e inoculadas em 5 mL

de meio LB com o respectivo antibiotico e agitadas a 120 RPM a 37°C por 14-16h.
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4.2 ESTIRPES, VETORES E CONSTRUCAO DOS PLASMIDEOS

4.2.1 Estirpes Bacterianas Utilizadas

As estirpes de E. coli utilizadas estdo compiladas na Tabela 1. A estirpe E. coli
BW25113 (Datsenko & Wanner, 2000) foi utilizada como a estirpe selvagem. J4 a estirpe
E. coli BW25113 AcheZ foi obtida da colecdo de mutantes do National BioResource
Project (Shizuoka, Japao). Os mutantes dessa colecao foram obtidos pelo método descrito
anteriormente para gerar a Keio Collection (Baba et al., 2006). Foi realizado um protocolo
de transducdo utilizando fago P1 para transferir a mutagdo em questdo para E. coli
MGI1655, porém, a transdu¢do ndo gerou coldnias recombinantes e ndo foi possivel
selecionar o mutante AcheZ em E. coli MG1655. Dessa forma, a estirpe padrdo para os
plasmideos construidos foi a propria BW25113. As construgdes (clonagens) foram

realizadas na estirpe E. coli TOP10 (Invitrogen, Estados Unidos).

Estirpe Gendtipo Fornecedor

A(araD-araB)567
BW25113 AlacZ4787(::rrnB-3) A- rph-1
A(rhaD-rhaB)568 hsdR514

(Invitrogen Co., San
Diego, CA)

A(araD-araB)567
AlacZ4787(::rrnB-3) A- rph-1
A(rhaD-rhaB)568 hsdR514;

AcheZ

BW25113 AcheZ (Baba et al., 2006)

F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC)

80/acZM15 lacX74 deoR recAl (Datsenko & Wanner,
araD139 (ara,leu)7697 galU 2000),

galK rpsL(StrR) endA1 nupG.

TOPI10

TABELA 1: ESTIRPES DE E. coli UTILIZADAS NESTE TRABALHO.

4.2.2 Vetores Utilizados

O principal vetor de clonagem foi pSB1C3 (origem de replicagdo pMBI1; alto
numero de copias: 100-300 por célula). Entretanto, sabe-se que um plasmideos de alto
nimero de copias podem sobrecarregar excessivamente o hospedeiro, ocupando muita

maquinaria celular e usando muita energia, enquanto que plasmideos de baixo numero de
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copias podem ser iguais ou at¢ mesmo melhores para expressao de DNA recombinante
em E. coli (Jones et al., 2000). Por isso, os circuitos finais foram clonados no vetor
pSB4CS5 (origem de replicagdo pSC101; baixo nimero de copias: ~5 por célula) (Shetty
et al., 2008; Sambrook & Russel, 2006).

4.3 MANIPULACAO DE DNA

4.3.1 Método de Clonagem de DNA

Os plasmideos utilizados neste trabalho foram construidos usando o método de
montagem BioBrick (Shetty et al., 2008). As partes genéticas contendo os modulos de
qdoR e cheZ foram obtidas por sintese quimica pela empresa GenScript Biotech ou
através do Registry of Biological Standard Parts (iGEM Repository -
https://parts.igem.org/Catalog). A sequéncia de nucleotideos do gene gdoR foi obtida de

Kashiwagi et al., (2021) e a do gene cheZ através do banco de dados BioCyc
(https://biocyc.org/ECOLI/sequence-rc?type=GENE&object=EG10151). Essas partes

genéticas foram desenhadas para conter o prefixo e o sufixo do BioBricks Standard
Assembly, ou seja, um conjunto especifico de enzimas de restricao a montante (EcoRI e
Xbal ) e a jusante (Spel e Pstl). A partir do Registry of Biological Standard Parts, foram
utilizados promotores constitutivos sintéticos (BBa J23114 e BBa J23110), um RBS
(BBa_B0034), um terminador de transcricio (BBa B0015) e um espacador
(BBa_B0040). Os plasmideos foram construidos usando pSB1C3 ou pSB1A2 como
vetores, contendo uma origem de replicagdo de alto numero de copias derivada de pUC19

e um marcador de resisténcia ao cloranfenicol ou ampicilina.

4.3.2 Plasmideos Construidos

Os plasmideos construidos neste trabalho estdo listados na Tabela 2. A partir do
Registry of Biological Standard Parts, citado na se¢@o clonagem, foram utilizados dois
promotores constitutivos sintéticos (BBa J23114 e BBa J23110), um RBS
(BBa B0034), um terminador de transcricdo (BBa B0015) e um espacador
(BBa_B0040). Todos os plasmideos foram construidos usando pSB1C3 ou pSB1A2
como vetores, contendo uma origem de replicacao de alto nimero de copias derivada de

pUC19 e um marcador de resisténcia ao cloranfenicol ou ampicilina.
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Plasmideo Caracteristicas Relevantes Referéncia
pSB1C3  Cm® Alto niimero de copias (100-300 por célula) iGEM repository

pSB4C5 CmR, Baixo nimero de copias (~5 por célula) iGEM repository
CmR, T-gdoR-RBS- P,3110 - Espacador - Pyaor -

pGPBO1 RBS- cheZ-T (pSB4C5) Este trabalho
CmR®, T-qdoR-RBS- P23/14 - Espagador - Pyaor -

pGPB02 RBS- cheZ-T (pSB4CS) Este trabalho

pGPB00 Cm®, T-qdoR-RBS- P23114 (pSB4C5) Este trabalho

TABELA 2: PLASMIDEOS UTILIZADOS E CONSTRUIDOS NESTE TRABALHO.

"Psubscrito" refere-se ao promotor utilizado. Codigos BioBrick: RBS - B0034, T: B0015. Cm®: Resisténcia
a cloranfenicol.

Os circuitos regulatdrios construidos envolvem o repressor transcricional QdoR e
o promotor do gene gdol de Bacillus subtilis. Quando QdoR ¢ expresso, liga-se
fortemente aos sitios operadores a montante de gdol, porém se desliga quando interage
com quercetina. O promotor gdol controla a expressao do gene cheZ de E. coli. A
fosfatase CheZ defosforila a proteina CheY-P e por consequéncia regula a quimiotaxia,
como ja mencionado. A constru¢do dos plasmideos foi pensada para gerar duas estirpes
de E. coli BW25113 AcheZ que expressam um nivel alto e baixo de cheZ, de modo que
se movimentariam de maneira mais rapida e lenta, respectivamente. Para isso, foram
utilizados dois promotores de uma biblioteca chamada Promotores Anderson

(http://parts.igem.org/Promoters/Catalog/Anderson) (Figura 4-B). O plasmideo que

confere alta expressao de cheZ possui gdoR sob regulagdao do promotor J23114. Ja o
plasmideo que confere baixa expressao de cheZ possui gdoR regulado pelo promotor

J23110. Um esquema ilustrando essas duas construgdes esta contido na Figura 4-A.
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Quercetin
A L

Py23110
Pj23114

Pgdol

B Reference
Peonst  strength®

-35 -10

J23119 1.00 mEna gcicagtcctaggtataatactag  consensus wt
) 123110 0.33  titacggctagctcagtcctaggtacaatgctag

123105 0.24 tttacgpctagcteagtcctaggtactatgctag

123116 0.16 ttgacagctagrtcagtcctagggactatgctag

J23115 0.15 tttatagctagctcagocctiggtacaatgetag
- 123114 0.10 titatgactagctcagtcctaggtacaatgctag

FIGURA 4: REPRESENTACAO DOS CIRCUITOS GENETICOS CONSTRUIDOS
NESSE TRABALHO.

(A) O funcionamento do circuito deve ser interpretado da seguinte forma: o gene cheZ é regulado pelo
promotor Pgdol, que por sua vez ¢ regulado pelo repressor gdoR. A quercetina se liga ao repressor gdoR
forgando seu desligamento do DNA e permite a expressdo de cheZ. Em cada circuito, um promotor
constitutivo diferente regula a expressdo de gdoR, gerando dois circuitos diferentes. (B) Biblioteca de
Promotores construida por J. Christopher Anderson (Disponivel em
http://parts.igem.org/Promoters/Catalog/Anderson) demonstrando as alteragdes nas regides -35 e -10
realizadas na sequéncia consenso, que gera formas alternativas do promotor J23119 com forgas
transcricionais diferentes. As setas vermelhas indicam os promotores utilizados neste trabalho. O promotor
J23110 possui 33% da forga do promotor original e o promotor J23114 possui 10%. Fonte: (A) O autor,
(B) Kashiwagi et al. (2021)

4.3.3 Transformagao Bacteriana

4.3.3.1 Preparo de Escherichia coli quimiocompetente

Colonias isoladas de E. coli TOP10 foram inoculadas em 3 mL de meio LB e
incubadas a 37°C sob agitacdo de 160 RPM por 12 horas. A seguir, foram inoculados
1/100 do volume em 100 mL de meio LB em Erlenmeyer de 500 mL. A cultura foi
incubada nas mesmas condigdes que o indculo, até DOgoo de 0,5. Quando a cultura atingiu

este estagio, foi transferida para 2 tubos de 50mL estéreis e dispostas em gelo durante 30



29

minutos. Apds isso, os tubos foram centrifugados a 5.000 RPM, 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com o mesmo volume de CaCl, 0,1M
gelado. Na sequéncia, os tubos foram deixados no gelo por 1 hora e apods foram
centrifugados nas mesmas condi¢des anteriores, mas dessa vez ressuspendidos em 1/100
do volume de CaCl, 0,1M/Glicerol 15%. As células foram aliquotadas em Tubos de 1,5
mL (100uL) e armazenadas a -80 °C.

4.3.3.2 Transformagdo por choque térmico

Aliquotas de 100uL de células quimiocompetentes foram retiradas de
armazenamento a -80 °C e descongeladas em banho de gelo (cerca de 10 minutos).
Aliquotas de 2uL de plasmideo ou de 10uL de reagdo de ligagdo foram misturadas as
células e deixadas em gelo por mais 10 minutos. Em seguida, os tubos foram dispostos a
42°C em Banho Maria, por 50 segundos, e imediatamente colocados de volta ao banho
de gelo. Apds mais 5 minutos ao gelo, as células foram recuperadas a 30 ou a 37°C em
ImL de meio LB. Apos este periodo, 100uL da mistura foram plaqueados em meio LA
contendo o antibiotico apropriado. Apds 16h de crescimento a 30 ou 37 °C, foi observada

a formacgao de colonias.

4.3.3.3 Preparo de Escherichia coli eletrocompetente

Colonias isoladas de E. coli TOP10 foram inoculadas em 3 mL de meio LB e
incubadas a 37 °C sob agitacdo de 160 RPM por 12 horas. A seguir, foram inoculados
1/100 do volume em 50mL de meio LB em Erlenmeyer de 250mL. A cultura foi incubada
nas mesmas condigdes que o indculo por 2-3 horas, até atingir a fase exponencial, o que
correspondeu a uma DOegoo de 0,4-0,6. A seguir, a cultura foi transferida para um falcon
de 50mL e centrifugada por Sminutos a 4°C e 6.000 RPM. O sobrenadante foi removido
com pipeta. As células foram lavadas com metade do volume de dgua ultra-pura gelada.
Tal lavagem foi repetida 3 vezes, de modo que na ultima centrifugacdo, as células foram
ressuspendidas em 500uL de glicerol 10%. Finalmente, as células preparadas seguiram
direto para o protocolo de eletroporagdo, ou seja, ndo foram armazenadas para uso

posterior.
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4.3.3.4 Transformacao por eletroporagdo

Aliquotas de 50 pL de células eletrocompetentes recém preparadas foram
misturadas com 1pL da amostra contendo o DNA a ser transformado, em eppendorfs de
1,5mL. A mistura foi transferida para uma cuveta de eletroporacdo e submetida a choque
de 1.800 volts (25 uF e 200 Q), depois as células foram movidas para um eppendorf com
ImL de meio SOC para que fossem incubadas a 37 °C durante 1h para recuperagdo. Apds
este periodo, 100uL da mistura foram plaqueados em meio LA contendo o antibiotico

apropriado. Ap6s 16h de crescimento a 37 °C foi observada a formacao de colonias.

4.3.5 Extragdo de DNA plasmidial por Lise Alcalina

A extragdo de DNA plasmidial foi feita seguindo o protocolo de Lise Alcalina
(Sambrook et al., 1989). De uma cultura saturada em meio LB, foram coletados 1,5 mL
de volume em eppendorfs da mesma capacidade. As células foram centrifugadas a 13.000
RPM por 1 minuto. O precipitado de células foi ressuspendido em 150 pL de solugdo
GET (glucose 50 mM, EDTA 10 mM e Tris-HCI 25 mM, pH 8,0) e a mistura foi
brevemente homogeneizada em Vortex. Foram adicionados 150 pL de solugdo de lise
(NaOH 0,2 M e SDS 1%, (m/v) e a mistura foi homogeneizada invertendo o tubo
lentamente até observagao do aumento de sua viscosidade. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos para ocorrer lise completa. Apos a lise, adicionou-se
150 pL de Kacf (acetato de potassio 3 M e acido formico 1,8 M) e a homogeneizagao se
deu por inversdo. Em seguida, foram adicionados 100 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) (v/v). A solugdo foi misturada em vortex e centrifugada por 5 minutos
a velocidade maxima. A fase aquosa (400uL) foi transferida para outro eppendorf e nele
foram adicionados 3 volumes de Etanol Absoluto e a solucao foi incubada a -20°C por 25
minutos para precipitagdo do DNA. Apos isso, a solugdo foi centrifucada por 15 minutos
a 14.500 RPM e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 70% (v/v) e centrifugado por 5 min a 14.500 RPM. O sobrenadante foi descartado
novamente e o precipitado foi secado a estufa de 37°C por 1 hora. Apds secagem, o
precipitado foi solubilizado em 20 pL. de dgua ultra-pura. Através desse protocolo, a
concnetracdo de DNA plasmidial ¢ alta. Por isso, para a utilizacao dessa amostra em PCR

ou reacoes de digestdao por exemplo, foi necessario dilui-la.
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4.3.6 Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

A eletroforese de DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Sambrook et al. (1989). O gel foi preparado fundindo a agarose a 1% (m/v) em tampao
TAE 1X (TAE 1X (Tris-acetato 40 mmol/L e EDTA 1 mmol/L pH 8,3) (Sambrook et al.,
1989). Para a corrida utilizou-se o mesmo tampao. O DNA a ser analisado foi misturado
com 3 pL de solucdo FSUDS (azul de bromofenol 0,8% (m/v); ficol 10% (m/v); xileno
cianol 0,4% (m/v), SDS 1% (m/v), EDTA 1,8mM; Tris-HCI 65mM, pH 8,0) e aplicado
no gel de agarose. As eletroforeses foram realizadas sob voltagem constante de 80 V.
Ap6s a corrida, o gel foi transferido para uma solug@o de brometo de etideo a 0,5 pg/mL
para revelagao das bandas de DNA. O gel foi incubado por 30 min, depois foi lavado em
agua destilada por mais 10 min para eliminagao do excesso do corante. As bandas foram
visualizadas em um sistema de documentacao de imagens (UVP UltraViolet Products)

irradiando o gel com UV no comprimento de onda de 312 nm.

4.3.7 Reagdes de Digestdo com Endonucleases de Restrigao

As digestdes de plasmideos e produtos de PCR foram feitas em tubos Eppendorfs
de 1,5 mL. As reacdes possuiram volume variado, mas em geral o volume final foi de 70
al00 uL. Desses, 74 uL foram agua ultra-pura, 10 pL de tampao de restricio 10X
apropriado para a enzima e fornecido pelo fabricante, 15 uL de DNA plasmidial (0,2 a
Ipng de DNA) e 1 pL da enzima de restricdo de escolha (10U de enzima). A temperatura
e tempo de incubagdo foram ajustados de acordo com a enzima utilizada, seguindo as
especificagdes do fabricante. Caso fosse necessario, foi feito a precipitagao da reacao de
restri¢do apods a incubagdo com isopropanol para remover os sais e deixar a amostra mais

limpa.

4.3.8 Reagoes de Ligacao de DNA

As reacdes de ligagdo foram feitas em um volume final de 10 pL. Dessa
quantidade, 3 uL. foram de DNA do inserto (concentragdes ajustadas para 100 ng/uL),
2uL de vetor (25 ng/uL), 1 uL de T4 DNA ligase (200 U/uL) e 1uL de tampao T4 DNA
ligase (concentragdo final 1X). A reacdo de ligagdo foi incubada em sala climatizada a

16°C por 12 horas. A reacdo foi transformada em E. coli TOP10 quimiocompetente e a
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sele¢ao dos plasmideos recombinantes foi feita apos o crescimento das colonias em meio

LA contendo o antibiético apropriado.

4.3.9 Triagem de Plasmideos Recombinantes

As colonias que cresceram em meio LA foram coletadas e cultivadas em SmL de
meio LB durante 16 h (37°C, 250 rpm), na presenca de antibidtico para selecao. Apos
crescimento, cada colonia teve seu DNA extraido pelo método de Lise Alcalina citado
anteriormente. Da mesma forma, cada DNA extraido foi submetido a reagao de restrigao
com as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem. Essa reagdo foi adaptada para um
volume de 5pL, incubados a 37°C por 3 horas e posteriormente aplicados em eletroforese
em gel de agarose para selecdo dos recombinantes pelo tamanho do fragmento de DNA.
Adicionalmente foram feitas reagdes de sequenciamento desses plasmideos pelo método

de Sanger, que confirmaram todas as partes genéticas em ordem correta.

4.2.10 Reacao em cadeia da polimerase (PCR).

As reagdes de amplificacdo de DNA foram realizadas utilizando DNA gendomico
ou DNA plasmidial purificado. O sistema de reacdo, com volume final de 20uL conteve
1-4 ng/mL de DNA plasmidial, 0,5 pmol/uL de cada oligonucleotideo iniciador ou
primer, 0,2mM de dNTPs, tampao de reacao XF 10X (Nerholm, 2010), 2,5 mmol/L de
MgCl; e 0,2uL de Pfu DNA Polimerase (Nerholm, 2010). A amplificagdo foi realizada
em 25 ciclos: 20 segundos a 96 °C, 20-15 segundos para anelamento dos primers na
temperatura adequada para cada par e 30- 120 segundos a 72 °C para extensao. Os primers

utilizados nas reacdes de PCR estdo descritos na Tabela 3.

Primer Sequéncia (5' > 3") Referéncia
FW-cheZ-Biobrick TGCTTCTAGATGATGCAACCATCAA Este trabalho
B ol GTTTCTTCCTGCAGCGGCCGCTACT Este trabalho
Biobrick
VF2 TGCCACCTGACGTCTAAGAA iGEM repository
VR ATTACCGCCTTTGAGTGAGC iGEM repository
cheZ interno CATCTGCACAACATAGTAC Este trabalho

Fw_RBS-cheZ-T TGCTTCTAGAGCTTAAAGAGGAGAAATAC  Este trabalho
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TABELA 3: OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS) UTILIZADOS
NESTE TRABALHO.

4.3.11 Integragdo de sfGFP cromossomal - sistema CRIM

O sistema CRIM (conditional-replication, integration, and modular) é uma
ferramenta versatil e rapida para gerar mutagdes e insercdes de genes no cromossomo de
estirpes de E. coli. Esse sistema consiste na transformagao da estirpe de interesse com um
plasmideo chamado pHI&0, que contém o gene sfGFP. Ele possui também um sitio de
ligacdo de fago (attP), que sinalizard a integracdo desse plasmideo no loci ¢80 do
cromossomo de E. coli. Além disso, o plasmideo contém uma origem de replicagdao
condicional (RK6) que o torna replicativo apenas em estirpes pir+ € uma marca de
selecdo ao antibidtico gentamicina. Para que a integracdo génica aconte¢a no
cromossomo, ¢ necessario o uso de um plasmideo helper (pAH123), que possui os
elementos para a expressao de uma integrase que reconheca os sitios attP e catalizem a
integragdo. Esse plasmideo possui origem de replicacdo pSC101, que é termossensivel,
ou seja, ao cultivar as células em temperatura maior que 37°C, as bactérias comecam a
perder o plasmideo. E importante salientar que as estirpes a receber a integragio precisam
ser pir-, pois, caso contrario, o plasmideo pHI8O0 ira se replicar dentro das células (Ceroni
et al., 2015; Haldimann & Wanner, 2001).

A primeira etapa da integra¢do foi a transformagdo por choque térmico das
estirpes de interesse com o plasmideo pAH123, cultivando a 30°C para evitar a perda do
plasmideo. Apos isso, foram preparadas células eletrocompetentes e eletroporou-se (1.8
kV, 25 pF, 200 Q) (Lessard C., 2013) o plasmideo de inser¢ao pHI80, adicionando
ampicilina (250 pg/mL) no tubo de recuperacgao. As células foram recuperadas a 37°C por
uma hora e a 42°C por 30 minutos, com o objetivo de eliminar o plasmideo helper, uma
vez que a reagdo de integracdo ja ocorreu. Na sequéncia, as bactérias foram plaqueadas
em meio com gentamicina e cultivadas a 37°C. Com as colonias que cresceram, foi
verificada a perda do plasmideo helper através do cultivo em ampicilina e gentamicina.
As colonias que ndo crescerem em ampicilina e crescerem em gentamicina, expressando
fluorescéncia verde, foram selecionadas como recombinantes. (Ceroni et al., 2015;

Haldimann & Wanner, 2001).
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4.4 ENSAIOS DE PSEUDOTAXIA

Com exceg¢do dos ensaios em placas de meio semissolido, os experimentos foram
feitos na presenca de casaminodcidos como fonte de carbono, para a ativagdo dos
quimiorreceptores das células, enquanto a quercetina foi adicionada para induzir a

expressdo de cheZ nas estirpes carregando os circuitos construidos.
4.4.1 Ensaios em Placas de Meio Semissolido

Para o preparo desses experimentos, as estirpes contendo as construcdes da tabela
1 foram cultivadas em meio LB overnight com o antibiético apropriado. No dia seguinte,
a cultura foi diluida 100x em meio LB e cultivada novamente em shaker a 37°C e a 120
RPM até atingir fase logaritmica (DOgoo ~0,3). As células foram centrifugadas a 5.000
RPM por 5 minutos, uma rotagdo baixa para manter a integridade dos flagelos. Em
seguida, as bactérias foram ressuspensas em tampao de quimiotaxia (10 mM KoHPO4; 10
mM KH>POys; 0,1 mM EDTA;) (O’Neal et al., 2018) e a DOgoo foi ajustada para 0,1 (Long
et al.,2017). Essa solucdo de pH 6,9 teve como objetivo manter um pH adequado para os
testes, fornecer fontes minerais garantindo o funcionamento da via da quimiotaxia. O
EDTA previne a degradacao de acidos nucleicos por ser um agente quelante (desativa
nucleases). As placas foram preparadas com o meio LB contendo a concentracdo de 0,2%
de agar. O meio foi vertido nas placas logo apds sair da autoclave, ainda derretido,
minimizando a evaporagdo de dgua. O antibiotico apropriado foi adicionado e as placas
foram deixadas secar em temperatura ambiente por no minimo 30 minutos. A seguir, um
papel filtro estéril com corte padronizado de 1 ¢cm? foi colocado a 1 ¢cm de distancia a
direita do centro (distancia previamente calculada e demarcada na placa). Sob o papel, foi
adicionada uma gota de quercetina (concentragdo do estoque 1 mM). A placa foi deixada
em descanso por mais 30 minutos a temperatura ambiente, para o preparo das células
mencionado no inicio do paragrafo. Apds o término da lavagem e correcdo da DOeoo, as
células foram inoculadas nas placas com auxilio de um palito de dente, um método que
maximiza a quantidade de células que sdao dispostas dentro do dgar e minimiza as células
que ficam na superficie. As placas foram finalmente incubadas a 37°C fechadas em uma
caixa contendo um recipiente com agua, para evitar a secagem das placas e manter a
umidade. Apds 24 a 30 horas, as placas foram analisadas, o registro fotografico foi feito

em uma camara UVP e os halos foram medidos no software ImageJ.
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4.4.2 Ensaios de Pseudotaxia em Capilares

4.4.2.1 Capilares inseridos em pipetadora multicanal — Contagem de UFC

Esta metodologia foi adaptada de Lopez et al. (2021) e esta representada na Figura
5. As estirpes contendo as construcdes da Tabela 1 foram cultivadas em meio LB até a
fase logaritmica (DOsoo ~0,3) e centrifugadas a 5.000 RPM por 5 minutos, uma rotagdo
baixa para manter a integridade dos flagelos. Em seguida, as bactérias foram ressuspensas
em tampao de quimiotaxia (10 mM KoHPOg4; 10 mM KH>POy; 0,1 mM EDTA) (O’Neal
et al., 2018) e a DOsoo foi ajustada para 0,1 (Long ef al., 2017). Na sequéncia, aliquotas
de 200 pL foram distribuidas em uma fileira de 8 pocos de uma placa de 96 pogos. Uma
pipetadora multicanal de 10 pL foi carregada com os capilares (Figura 5-A) (pipetas de
pontas longas de 10 pL), os quais foram acrescidos de 10 pL (volume final) das seguintes
solucdes: polivinilpirrolidona 0,05% (utilizada para minimizar a adsor¢ao de células na
parede do capilar (Berg & Linda, 1990)), casaminoécidos 0,1% como fonte de carbono
(Cremer et al., 2019), 100 pM de quercetina (Kashiwagi ef al., 2021) solubilizada em
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich) (diluigao de 10x a partir de uma solugdo
estoque de ImM em DMSO) e tampao de quimiotaxia. O controle negativo foi feito na
mesma condi¢do, porém apenas com o solvente DMSO, sem quercetina. Em seguida, os
capilares foram submersos em cada poco contendo as bactérias. O aparato foi apoiado em
um suporte que permitiu a permanéncia estatica do experimento por 30 minutos em estufa
de 30°C. Passado esse tempo, foi feito diluicdo seriada das solugdes contidas nos capilares
e uma gota de 5 pL de cada dilui¢do foi aplicada em placas de meio LB solido com o
antibidtico apropriado. Essas placas foram incubadas 16 h a 30°C para que na manha
seguinte a contagem de UFC (unidades formadoras de colonia) pudesse ser realizada com

as colonias ainda pequenas, evitando contagem equivocada de colonias fusionadas.

4.4.2.2 Capilares inseridos em seringas — Contagem por Citometria de Fluxo

Este ensaio teve como objetivo melhorar o ensaio de capilar utilizando pipetadora
multicanal. Para isso, ao invés de utilizar a pipetadora, que limita o nimero de amostras
ao numero de pipetas que encaixam nela, foram utilizadas seringas de plastico estéreis
delmL. Além disso, foi utilizado um suporte de pipetas para manter as seringas na
posi¢ao vertical. Ponteiras longas de 10uL foram inseridas nas seringas e seladas com

esmalte para evitar entrada de ar. A ponta de cada ponteira foi planejada para permanecer
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mergulhada na altura correta de um pogo preenchido com 200 pL. de meio ou tampao
contendo células marcadas com GFP cromossomal em uma placa de 96 pogos (Figura 5-
B). Os capilares foram carregados com tampao de quimiotaxia, filtrado em membrana de
0,45 uM, na presenca ou auséncia de 100 uM de quercetina. Enquanto isso, as bactérias
a serem submetidas ao experimento foram lavadas como citado na se¢do anterior ¢ a
DO¢oo foi ajustada para 0,1. As solugdes de células foram acrescidas de
polivinilpirrolidona 0,05% (utilizada para minimizar a adsor¢ao de células na parede do
capilar (Berg & Linda, 1990)) e casaminodacidos 0,1% como fonte de carbono (Cremer et
al., 2019). Finalmente, as células foram fracionadas em 200 pL. em uma segunda placa
de 96 pocos estéril. O experimento se iniciou com o acoplamento do suporte contendo os
capilares inseridos nas seringas as bactérias aliquotadas na segunda placa de 96 pocos.
Esse dispositivo foi incubado a 30°C por 30 minutos. Apds a incubagdo, o liquido dos
capilares foi coletado em tubos de 1,5 mL contendo 200 pL de tampdo de quimiotaxia e
90 pL canamicina a 25ug/mL para a fixagao das células (amostras dos capilares foram
diluidas 10x). A contagem de células foi obtida por citometria de fluxo (BD Accuri™ C5
Flow Cytometer). Os filtros utilizados foram FL1-H que mede a intensidade de
fluorescéncia, no eixo X, e FSC-A, que mede o tamanho relativo de particulas da amostra,
no eixo Y. O volume de amostra utilizado para leitura foi de 10 pL por amostra, e a
velocidade de fluxo foi média. A normalizacdo das amostras no equipamento foi feita
com uma solugdo contendo os mesmos componentes presentes nos capilares, livre de
células, e também com células ndo fluorescentes. Por fim, os graficos gerados foram
divididos em 4 quadrantes, utilizando como padrao a fluorescéncia emitida pela amostra
de bactérias fluorescentes. Com isso, 0s eventos resultantes apresentaram-se também em
4 quadrantes, porém foram contabilizados somente aqueles presentes no quadrante de

fluorescéncia.
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FIGURA 5: ESQUEMA DOS ENSAIOS DE QUIMIOTAXIA DE E. coli PELOS
METODOS DE CAPILARIDADE.

(A) Método de capilaridade utilizando pipetadora multicanal. Para estes experimentos, a contagem das
células foi feita por UFC, que reflete a quantidade de células dentro dos capilares. As setas vermelhas
indicam a direcdo de migragdo esperada das células. (B) Método de capilaridade utilizando seringas ¢ um
suporte de pipetas para acoplar os capilares. Este método pode abrigar até 48 seringas (amostras) a0 mesmo
tempo e permite a colocagdo e a retirada de todas elas a0 mesmo tempo, gragas ao suporte que encaixa em
placas de 96 pocos. (C) Esquema geral de uma amostra preparada no dispositivo gerado neste trabalho.
Esta imagem mostra a altura ideal de acoplamento do capilar ao ficar mergulhado nos pogos, ndo deve ficar
até o fundo pois estimula a migragdo de células por acao de empuxo. (D) A figura mostra o comportamento
esperado das células neste tipo de ensaio. (E) Imagem exemplo dos graficos gerados em citometria apds a
passagem das amostras presentes nos capilares. Como as céulas utilizadas estavam marcadas com GFP, foi
possivel isolar essas células das particulas ndo fluorescentes, isso foi feito através da divisdo do grafico em
quadrantes. O equipamento fornece a contagem apenas do quadrante GFP.

4.4.3 Ensaios em Microscopia Confocal

4.4.3.1 Ensaios em Laminas

Para os experimentos em microscopia confocal utilizando 1adminas, foi utilizada
uma estirpe de E. coli que expressa sfGFP cromossomal como marcador fluorescente. As
laminas foram preparadas no momento do experimento. Para deixar as células nadarem
livremente em trés dimensoes, uma camara de amostra foi construida com duas laminulas
e fita durex de 1 mm de espessura como espacador (Figura 6). Esse sistema também
minimiza a existéncia de arraste das bactérias pelo liquido em movimento, permitindo
que o unico movimento observado seja advindo da movimentacao flagelar em 3D das
bactérias (Cremer et al., 2018; Huo et al., 2021). A preparagdo das células foi iniciada
com um pré-indculo a partir de uma colonia isolada em placa de cada estirpe testada, em

meio LB, com o antibidtico correspondente e sob agitacdo de 150 RPM a 37°C por
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aproximadamente 16 horas. No dia seguinte, as cultura foram diluidas 100x no mesmo
meio de cultura e induzidas com 0 uM (controle) e 100 uM de quercetina por 15-30
minutos em shaker nas mesmas condi¢des de inoculo (Virgile et al., 2018). As células
cresceram até chegar em fase estacionaria (aproximadamente 3 horas, DOgoo 0,4). Em
seguida, as células foram lavadas 3x com tampao de quimiotaxia (10mM K;HPO4; 10mM
KH>PO4; 0,1mM EDTA) (O’Neal et al., 2018). Cada lavagem consistiu em uma
centrifugagcdo em Minispin a 5.000 RPM por 5 minutos e ressuspensao gentil em tampao
de quimiotaxia, tomando esses cuidados importantes para ndo prejudicar a integridade
dos flagelos. Na ultima lavagem, a DOgoo foi ajustada para 0,2 para melhor visualizagao
no microscopio. Além disso, foi adicionado Polivinilpirrolidona 0,05% (Berg & Linda,
1990) para minimizar a aderéncia das cé€lulas na lamina e laminula, casaminoécidos a
0,1% para ativar os receptores de membrana e 100 pM de quercetina nas amostras,
quando aplicavel. 50 uL dessas células foram colocadas nas laminas confeccionadas,
imediatamentemente vedadas com esmalte transparente e analisadas em microscopio
confocal (microscopio invertido ECLIPSE Ti-E, Confocal AIR-MP equipado com
Nikon).
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FIGURA 6: REPRESENTACAO DE UMA LAMINA DE MICROSCOPIO
CUSTOMIZADA PARA EXPERIMENTOS DE CONFOCAL.

A customizacao foi realizada nas laminas de microscopio para lidar com amostras de células permitindo
sua movimentagdo em 3D, livre de arraste. Foram colocadas trés camadas empilhadas de fita adesiva em
duas posigoes de sua extremidade, criando uma depressdo. Uma lamintla foi colocada exatamente em cima
dessas duas elevagdes de fita. Isso evita que a suspensdo de células na amostra fossem comprimidas pelo
peso da laminula, o que teria resultado em medigdes erroneas. O espago criado pelas pilhas de fitas possuiu
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uma altura de aproximadamente 180um. Para a visualizagdo no microscopio confocal, as laminas foram
vedadas com esmalte, deixando um pequeno espago para a introducdo das células no momento da obtengao
das imagens. Fonte: Adaptado de Padron, (2004).

4.4.3.2 Videos de Motilidade e Cell tracking

Essa técnica foi adaptada a partir de estudos anteriores (Cremer et al., 2019;
Virgile et al., 2018). Videos de 100 frames foram gravados em 3 posigdes diferentes de
cada amostra para posterior analise. Para essa analise foi utilizado o Plukin TrackMate
do programa Fiji ImageJ (Schindelin et al., 2012), que utiliza algoritmos e filtros para
reduzir o ruido do fundo da imagem e detectar pontos fluorescentes em cada frame do
video. Foi aplicado um filtro de tamanho de 6 um, excluindo da andlise particulas
maiores. Além disso, foi notado que a detecc¢do de células ¢ encerrada quando as células
se movem para fora do plano focal do microscopio confocal. Para obter a leitura ao longo
das diregdes horizontais, foram consideradas apenas trajetorias que permaneceram no
plano focal durante o tempo de 10 s (Cremer et al., 2019). Outro ajuste feito, foi a remocgao
da analise de células que ndo possuiam movimento ao longo dos 10 s, indicando que estdo
mortas ou presas em alguma particula da amostra (Cremer ef al., 2019). Para a confec¢ao
de graficos do Cell tracking, foram selecionadas 12 células de forma aleatdria ao longo
das posi¢des capturadas, e a média de distancia percorrida com desvios padrdao de cada

amostra foi plotada para as estirpes construidas.

4.4.3.3 Microscopia confocal em placas de Petri com fundo de vidro

Para essa metodologia, foram utilizadas placas de Petri de 4 mm (SPL Life
Sciences) adaptadas para microscopia. Elas possuem um recorte no fundo, onde ¢ colada
uma laminula, permitindo a passagem de luz e visualizagao do contetido em microscopios
invertidos. O preparo consistiu na transferéncia de 0,27 mL de meio LB semissolido (agar
0,2%) ainda quente para uma placa de Petri com fundo de vidro e deixadas secar em
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos (Cremer et al., 2019). A
quercetina 100 uM foi adicionada quando necessario, junto ao meio ainda quente. A
espessura final do 4gar foi de aproximadamente 1,2 mm. A observagdo de expansio
usando microscopia confocal iniciou-se quando 1 pl de cultura de células em DOgoo 0,2
marcadas com GFP ou RFP no plasmideo secundario pSB1A2 foram inoculadas no centro

da placa. A placa foi entdo acoplada ao microscopio confocal e disposta dentro de uma
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camara que mantém a temperatura a 37°C. O microscopio foi programado para realizar
registros a cada 15min. A partir dos videos em time-lapse gerados, a dindmica de

expansao foi analisada observando os perfis de intensidade espacial emergentes.

4.4.4 Analises Estatisticas

As analises estatisticas dos dados foram realizadas no Software Prism (GraphPad
Prism v9.0). Os dados foram apresentados como médias +, de modo que (n.s.) p > 0,05,
*p < 0,05, **p < 0,01. Os experimentos foram feitos utilizando de 3 a 5 replicatas
bioldgicas para os ensaios de capilaridade, e 3 para os ensaios de Meio semissolido e Cel/
tracking. Essas andlises foram feitas utilizando teste t bicaudal de duas amostras

independentes.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS DE PSEUDOTAXIA EM PLACAS DE MEIO SEMISSOLIDO

Os ensaios de pseudotaxia em meio semissOlido demonstram primeiramente um
halo uniforme, reflexo da busca por nutrientes da estirpe selvagem BW25113 (Figura 7-
A), e o fenotipo defeituoso e ndo mével da estirpe AcheZ (Figura 7-B). Essas duas estirpes
foram comparadas em um registro feito em 24 horas de incubac¢io, um tempo onde o halo
da estirpe BW25113 estava visivel. Em 30 horas, esse halo ja havia atingido as bordas
dificultando a visualizagdo. Foi possivel observar também que as estirpes de E. coli AcheZ
transformadas com os plasmideos que expressam cheZ foram capazes de se mover em
meio LB semissolido apds adicdo de quercetina, restaurado sua motilidade apos 30 horas
de incubacgdo. Apesar disso, o circuito cujo promotor expressa gdoR mais em maior
quantidade foi capaz de regular a expressdo cheZ e libera-la apenas na presenca de
quercetina (Figura 7-D). No entanto, com o circuito expressando gdoR sob regulagdo do
promotor fraco J23114, provavelmente houve um vazamento na expressao de cheZ,
resultando em motilidade basal mesmo na auséncia de quercetina (Figura 7-E). Este
comportamento, também chamado de ruido, ja foi relatado para circuitos semelhantes

(Kashiwagi et al., 2021).
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Figura 7- ENSAIOS DE PSEUDOTAXIA EM MEIO SEMISSOLIDO.

Ensaios de motilidade (A e B) e pseudotaxia (C-F) executados em meio LB contendo 0,2% &agar e em
temperatura de 37°C. Em A e B, as estirpes foram inoculadas no centro da placa com auxilio de um palito
de dente estéril. Em C-F o in6culo ocorreu a 1cm a esquerda do centro, da mesma maneira. Os quadrados
a lcm a direita do centro correspondem ao papel filtro contendo a quercetina. Em (G) medig¢des do didmetro
para cada estirpe, apos 30 horas, na auséncia e presenga de 100 uM de quercetina.

Apesar disso, a grande quantidade de variaveis desse tipo de experimento, mesmo
que controladas, dificultaram sua reprodutibilidade, reflexo do alto desvio padrdo
observado nas estirpes construidas (Figura 7-G). Esse desvio estéd presente em condi¢des
semelhantes observadas por outros autores que realizaram o controle da expressdao de
cheZ induzida por moléculas de interesse, mas nao ¢ tao acentuado (Virgile et al., 2018;
Wang et al., 2023). Outro fator que pode ter contribuido para a limitagdo da técnica foi a
difusdo da quercetina no meio semissolido. O flavonoide foi completamente solubilizado
apenas em DMSO, enquanto que em agua Mili-Q, a maior solubilidade alcancada foi na
concentracao de 100 uM. No agar, mesmo que em concentragao baixa, essa difusao pode
ter sido diminuida. considerando que ao adicionar menos do que 100uM de quercetina a

induc¢do do circuito ndo seria a maxima, observada em uma caracterizacdo anterior
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(Kashiwagi et al., 2021). Apesar disso, € provavel que exista uma quantidade diferencial
de células sendo inoculadas em cada placa, pois com o emprego do palito de dente nessa
técnica, ndo ha garantia que a mesma quantidade de células foi colocada em cada placa.
Por isso, foi decidido adotar métodos que sao de fato quantitativos e utilizar
preferencialmente meio liquido para melhor caracterizar os circuitos. Dessa forma,
diversas variaveis seriam eliminadas, como por exemplo a diferenga entre swimming ¢
swarming, e a dificuldade da difusdo da quercetina em agar. E importante salientar
também que a quantidade de DMSO contida nas amostras tanto nos controles quando na
presenca de quercetina, foi de 10%. De acordo com a literatura, esse solvente ¢
considerado pouco toxico (Mi et al., 2016) ou até mesmo atoxico para E. coli (Brito et
al.,2017). Dessa forma, € possivel que o DMSO tenha uma influéncias apenas fisica nas

amostras, pelo fato de aumentar levemente a viscosidade do meio.

5.2 ENSAIOS EM CAPILARES

5.2.1 Sistema utilizando contagem de UFC

A partir dos experimentos em capilares com contagem de UFC foi possivel
quantificar a pseudotaxia das estirpes de E. coli em meio liquido, o que ¢ mais confidvel
considerando que praticamente anula-se o fendtipo swarmming. Nos resultados das
triplicatas biologicas da Figura 8, foi possivel observar que as estirpes BW25113 (WT) e
o mutante AcheZ, ndo demonstraram alteracdes em sua motilidade com a adicdo de
quercetina. Apesar disso, a estirpe AcheZ apresentou, ainda que baixa, uma taxa de
passagem para dentro dos capilares, indicando que hd uma certa difusdo e arraste de
células. Mesmo assim, as estirpes transformadas com os plasmideos deste trabalho
responderam ao flavonoide, aumentando sua motilidade de maneira significativa na
presenga do ativador dos circuitos. Além disso, foi possivel verificar uma taxa maior e
significativa de motilidade entre a estirpe contendo a constru¢do J23114-gdoR-cheZ ¢
tanto ao mutante AcheZ quanto a construcao J23110-gdoR-cheZ, o que ¢ consistente com
dados publicados previamente (Kashiwagi et al., 2021). Outro ponto importante ¢ a
diferenga entre a estirpe J23110-gdoR-cheZ e o mutante AcheZ, que ndo foi significativa
entre as condi¢cdes de auséncia e presenca de quercetina. Isso ocorreu porque existem
diversas variaveis que devem ser consideradas, até a atividade de CheZ faga efeito na

cascata de ativacao da quimiotaxia de E. coli. Um dado que reforca essa hipdtese € que,
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para a concentracdo de quercetina de 100 uM, em dados anteriores (Kashiwagi et al.,
2021), esse circuito atinge a expressdo maxima do output (no caso, GFP). Ao considerar
que a fluorescéncia mediada por GFP ndo esta envolvida em uma cascata como a
quimiotaxia envolvendo a expressdo de CheZ, esses dados fazem sentido. Em suma,
esses resultados iniciais sustentam a hipdtese de que a inducdo de cheZ mediada por
quercetina esta reativando a motilidade da estirpe AcheZ. Outro ponto que ¢ valido
mencionar, ¢ se as bactérias realmente estdo sentindo os 100 uM de quercetina que foram
dispostos nos capilares. E possivel que o indutor esteja sendo diluido com o tempo, ou
ainda esteja vazando para o pogo, e assim ndo esteja desativando gdoR e permitindo a
expressao de cheZ. Essa discussdo ¢ cabivel para essa e para as proximas técnicas
também.

Ainda assim, essa metodologia pode ser melhorada em relagdo a contagem de
células. Considerando que a forma de contagem por UFC considera apenas as células
vidveis dentro do capilar, e que uma quantidade de células pode morrer durante o tempo
de incubacdo ou ainda se dividir, um método que considere as células vivas e mortas
poderia ser mais indicado neste caso. Além disso, nos meios tempos que o experimento
possui, as células podem realizar divisdo celular, aumentando em quantidade nos
capilares. A contagem por citometria de fluxo, por outro lado, seria mais exata, pois o
citometro realiza a contagem de células vivas e mortas. Isso permite fixar o numero de
células imediatamente apdés o periodo de incubacdo, utilizando um inibidor de
crescimento bacteriano, a canamicina, como descrito na se¢do de metodologia. Essa
abordagem evitaria a contagem equivocada de células que se dividiram ou que morreram

durante a execugado dos experimentos.
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FIGURA 8: PSEUDOTAXIA DAS ESTIRPES DE E. coli UTILIZANDO A TECNICA
DE CAPILARIDADE E TENDO NO EIXO Y A CONTAGEM DE UFC NOS
CAPILARES.

Ensaios de pseudotaxia realizados nas estirpes BW25513, BW25113 AcheZ, J23110-gdoR-cheZ ¢ J23114-
gdoR-cheZ. (A) Controles negativos e tratamentos com quercetina no eixo X (B) Estirpes na condigdo de
indugdo com 100uM de quercetina. A contagem de células ocorreu a partir do plaqueamento de gotas de
SuL das células submetidas ao experimento, em triplicatas bioldgicas e considerando as dilui¢des feitas.

5.2.2 Sistema utilizando contagem por Citometria de Fluxo

Como mencionado na se¢do anterior, a contagem por citometria de fluxo
representaria uma forma mais sensivel e menos sucetivel a erros experimentais na
obtencdo de dados. Entretanto, foi observado um aumento nos desvios padrao gerais, o
que pode ser devido ao fato da contagem considerar células vivas e mortas, que variaram
entre as amostras. Os resultados da Figura 9 foram obtidos a partir de 5 replicatas
bioldgicas e se mostraram similares aos resultados utilizando a técnica anterior, exceto
pelo fato de que ambas as estirpes construidas (J23114-gdoR-cheZ ¢ J23110-gdoR-cheZ)
perderam a diferenca estatistica entre o controle negativo e na presenga de 100uM de
quercetina. Essa diferenga entre as duas técnicas provavelmente ¢ consequéncia do fato
de o citdmetro considerar na contagem células vivas e mortas, enquanto que a contagem
de CFU considera apenas células viaveis. Sendo assim, a expressao basal de cheZ pode
estar se intensificando nessa técnica, e isso ¢ valido tanto para o estado induzido quanto
ndo induzido. O perfil exibido por estes resultados também indicam que a quercetina nao
foi capaz de ativar a expressao de cheZ na construgao regulada pelo promotor J23110. De
modo contrario, foi observada uma migragao maior das células reguladas pelo promotor
J23114, tanto no controle negativo quanto na presenca da quercetina. Isso ressalta o

vazamento da expressao de cheZ no circuito onde gdoR € regulado por esse promotor, um
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dado que também possui compatibilidade com estudos anteriores (Kashiwagi et al.,
2021). O grafico da figura 9-B demonstra que houve diferenca significativa ao comparar
a contrucdo J23114-qdoR-cheZ as demais estirpes, na condi¢ao de 100 uM de quercetina,
sustentando a ideia de que esse promotor gera de fato uma estirpe com maior capacidade
de se movimentar na presenca do indutor. Essa diferenca merece um destaque adicional
em relacdo a estirpe BW25113, que possui a maquinaria de quimiotaxia original de F.
coli, sugerindo que a estirpe construida teve uma capacidade de migracdo ainda maior

que a estirpe selvagem.
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FIGURA 9: PSEUDOTAXIA DAS ESTIRPES DE E. coli UTILIZANDO A TECNICA
DE CAPILARIDADE E TENDO NO EIXO Y A CONTAGEM DE CELULAS POR

CITOMETRIA DE FLUXO.

Ensaios de pseudotaxia realizados nas estirpes BW25113, BW25113 AcheZ, J23110-gdoR-cheZ e J23114-
qdoR-cheZ. (A) Controle negativo e o tratamento com quercetina (B) Estirpes na condi¢do de indugdo com
100uM de quercetina. A contagem de células fluorescentes (estirpes expressando sfGFP cromossomal) foi
realizada em citometria de fluxo com a solugao presente dentro dos capilares, em 5 replicatas bioldgicas e
considerando a diluigdo aplicada.

5.3 ENSAIOS DE MOTILIDADE EM MICROSCOPIA CONFOCAL

5.3.1 Videos de Motilidade e Cell tracking

Com o objetivo de analisar o movimento das bactérias tendo a certeza que o
fendtipo observado ¢ o swimming, foram feitos experimentos em 2D utilizando videos de
motilidade celular feitos em microscopia confocal. Para isso, foram utilizadas estirpes de
E.coli expressando sfGFP cromossomal. A partir das imagens obtidas, a trajetoria de 4 a

5 células aleatorias em 3 regides aleatorias das amostras foram “rastreadas”, gerando



46

imagens com tracos representativos dessas trajetorias (Figura 10). Analisando os tragos
gerados, foi possivel diferenciar células moveis ou em running, quando o trago representa
uma espiral ou uma linha nitida, de células ndo-mdveis ou em tumbling, representadas
pelas linhas mais trémulas (Virgile ef al., 2018). Os dado qualitativos obtidos reforcam
os resultados dos experimentos de capilaridade. Os fendtipos visualizados na estirpe
J23114-qdoR-cheZ (Figura 10- E, F) sdo heterogéneos, ou seja, existem células tanto em
running quanto em tumbling. Essa questdo de variacdo na quantidade de células em
running/tumbling na mesma populagdo ¢ compativel a experimentos anteriores
(Kashiwagi ef al., 2021) e também se reflete nos dados quantitativos mostrados na se¢ao
seguinte. Além disso, na presenca de quercetina, a propor¢ao de células em running fica
discretamente maior, ainda considerando a estirpe cujo circuito € regulado pelo promotor
J23114. Por outro lado, para a estirpe J23110-gdoR-cheZ (Figura 10- C,D), a motilidade
foi homogénea, ndo havendo células em running em nenhuma das condi¢des testadas, o
que provavelmente ¢ efeito da maior expressdao de gdoR seguida da repressao de cheZ.
Como discutido anteriormente, ¢ provavel que isso aconteca devido a complexidade
relacionada a via de transdug¢do de sinal da quimiotaxia, de modo que leva um tempo até
que a atividade de CheZ seja observada no mecanismo molecular. Quando a expressao
de cheZ ¢ baixa, essa atividade pode demorar mais ainda.

O plugin TrackMate utilizado também quantifica alguns parametros das imagens
e os disponibiliza na forma de tabelas. Com isso, para cada video analisado, foram
registradas as distancias percorridas (em pm) de 12 células aleatorias por amostra. Esses
dados geraram a figura 11, que reforga a ideia de boa resposta na presenga de quercetina
da estirpe regulada por J23114, mas também seu alto vazamento na expressao de cheZ e
motilidade na auséncia de quercetina. Apesar disso, foi experimentado a utilizagdo da
estirpe BW15113 como um controle positivo, na presenca de casaminoacidos e aspartato,
um forte quimioatrator (Figura 10-A). Entretanto, essa estirpe ndo demonstrou células em
running durante os registros em microscopia, provavelmente indicando que o mecanismo
de adaptagdo da quimiotaxia pelas metilagdoes advindas de CheR, mantiveram as células
em tumbling. Isso talvez seja uma sugestdo de que a motilidade dessa estirpe em um meio
liquido contendo uma quantidade estatica de nutrientes nao traz a necessidade de ativar o
fenotipo de running, de modo que os MCP’s das células estdo sempre metilados para
evitar que se movam para zonas onde ndo ha nutrientes. Além disso, a expressao de cheZ

nessa estirpe possui a regulacdo original, entdo nessa condicdo haverd CheY-P
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praticamente a todo momento se ligando aos receptores. Provavelmente, o running dessa
estirpe seria visualizado em uma concentracdo menor de nutrientes.

Um ponto de vista que merece destaque € em relacdo ao grande desvio padrdo
observado nos graficos quantitativos de Cell tracking, e que também podem ser vistos
nas imagens qualitativas. Claramente ha uma diferenca na distancia percorrida entre cada
c€lula, principalmente ja estirpe J23114-gdoR-cheZ, o que provavelmente esta ocorrendo
devido a variagdo na expressdo de cheZ dentro da populacdo de bactérias. Sob alta
repressao (Figura 10 — E;F)), quando a expressao de cheZ ¢ induzida, muitas moléculas
de QdoR ainda podem se ligar aos operadores e bloquear a transcri¢ao de cheZ, o que
atrasa mais ainda a expressao do fenotipo de rumning. Esse estado inicial altamente
reprimido torna a populacdo mais homogénea, assim como visto no trabalho de
Kashiwagi et al., (2021). Por outro lado, sob baixa repressao (Figura 10 — C;D), o cenario
¢ inverso; existem poucas moléculas QdoR para reprimir a expressao de cheZ no estado
nao induzido, o que leva ao ruido e a observagao de células em running. A indugdao com
quercetina aumenta a homogeneidade da populacdo, uma vez que existem moléculas de

quercetina suficientes para ligar a maioria das moléculas QdoR (Kashiwagi et al., 2021).

A BW25113 B  BW25113 AcheZ
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FIGURA 10: CELL TRACKING QUALITATIVO DAS ESTIRPES BW25113,
BW25113 AcheZ E DAS ESTIRPES CONSTRUIDAS NESTE TRABALHO, NA
PRESENCA E AUSENCIA DE 100uM DE QUERCETINA.
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“Cell tracking” refere-se ao rastreamento de células individuais em videos de motilidade bacteriana obtidos
por microscopia confocal. Regides contendo 4 -5 células foram selecionadas aleatoriamente e os tragos de
suas trajetorias foram obtidos pelo Plugin TrackMate no Software Fiji — ImageJ. As linhas amarelas
representam o deslocamento de cada célula ao longo de 100 frames. Linhas continuas representam células
em running, enquanto linhas trémulas e curtas representam tumbling.
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FIGURA 11: CELL TRACKING QUANTITATIVO DAS ESTIRPES CONSTRUIDAS
NESTE TRABALHO, NA PRESENCA E AUSENCIA DE 100uM DE QUERCETINA.

Dados obtidos através de videos de motilidade bacteriana obtidos por microscopia confocal. Por meio do
Plugin TrackMate no Software Fiji — Imagel, os dados de distancia percorrida de cada célula presente no
video foram planilhados. Para plotar este grafico, foram selecionadas 12 células aleatorias por amostra (4
por Replicata). Time-Lapse disponivel em:
https://drive.google.com/file/d/161AHPW7WztvLTfEJUZal Ge2QSHsMZg5m/view?usp=drive link

5.3.2 Microscopia confocal em placas de Petri com fundo de vidro

O objetivo deste experimento foi analisar a dindmica de expansdo de células
fluorescentes carregando os circuitos construidos, utilizando meio semissélido (Agar
0,2%) em uma placa adaptada para microscopia confocal. Dito isso, a figura 12 representa
amotilidade da estirpe J23114-gdoR-cheZ na presenca de 100 uM de quercetina, ao longo
de 40 horas de obtencdo de imagens. As células demonstraram um padrao de
deslocamento por aglomerados, pontos verdes de diferentes tamanhos, o que pode ser um
indicativo de aumento da concentracdo do agar devido a evaporacdo da dagua,
considerando que a placa e o volume de meio utilizado sdo pequenos. Observando o time-
lapse desse registro (imagens feitas a cada 15 min) é possivel notar que esses pontos
verdes surgem, crescem de forma independente, e depois se conectam. Ao retirar a placa

do microscopio, no fim do experimento, foi notado que o meio estava nitidamente mais
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rigido do que um meio semissolido. Dessa forma, ¢ plausivel tentar reproduzir este
experimento a 30°C, e dessa vez utilizando um indculo duplo com a estirpe J23110-gdoR-
cheZ marcada com RFP. Como uma perspectiva futura, isso permitiria analisar a dindmica

da expansao de uma populagdo de células expressando cheZ em diferentes niveis.

FIGURA 12: ENSAIO DE MOTILIDADE EM PLACA DE MICROSCOPIA

T=0 horas

e 'y

CONFOCAL.

Dinamica de expansao da estirpe BW25113 J23114-gdoR-cheZ fluorescente em placa de Petri de fundo de
vidro, durante 40 horas a 37°C em meio LB 0,2% contendo 100 uM de quercetina. As setas brancas indicam
o mais aproximado do centro da placa, onde foi feito um inéculo de 1 pL de células em DOgpo 0,2. O final
da borda a direita da imagem representa uma distancia de 0,5cm a partir do meio. As imagens foram
capturadas com objetiva de 20x de aproximacgao.
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FIGURA 13: ENSAIO DE CO-CULTIVO EM PLACA DE MICROSCOPIA
CONFOCAL.

Dinamica de expansdo das estirpes BW25113 AcheZ contendo os circuitos J23114-gdoR-cheZ (RFP) e
J23110-gdoR-cheZ (GFP) inoculadas em propor¢des iguais em placa de Petri de fundo de vidro durante 18
horas a 37°C, em meio LB 0,2% agar e com 100uM quercetina. No software ImagelJ é possivel visualizar
cada filtro separadamente e conjuntamente, fungao que gerou essa figura. Todas as imagens representam o
mesmo experimento, de modo que (A) mostra apenas a estirpe regulada por J23114 a 18h (no final do
experimento), (B) apenas a estirpe regulada pelo promotor J23110 no mesmo tempo, (C) ambas as estirpes
com suas respectivas fluorescéncias ao mesmo tempo no inicio do experimento, a Oh e (D) ambas as estirpes
no final do experimento a 18h. As imagens foram capturadas com objetiva de 20x de aproximagao.

A figura 13 contém o Ultimo experimento realizado, um co-cultivo das duas
estirpes reguladas por circuitos genéticos induzidos por quercetina. E possivel observar
uma boa proximidade de propor¢ao das duas estirpes entre as figuras A e B. Além disso,
nota-se a presenca de células individuais no inicio do experimento que vao perdendo
resolucdo ao longo das 18h, consequéncia da divisdo celular. Isso quer dizer que ¢
necessario um tempo maior de experimento para que seja possivel analisar o

deslocamento das estirpes, assim como no experimento da Figura 12, que foi feito em um
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tempo ideal. Esse segundo experimento, por imprevistos técnicos do microscopio, foi
realizado em apenas 18h. Entretanto, esses dados sugerem que a técnica é promissora que
pode ser considerada em uma perspectiva futura, se for executada de maneira adequada.
Exemplo de adequacdes seriam cultivos a 30°C para evitar o ressecamento do agar e
eventualmente um gradiente de fonte de carbono em apenas um ponto da placa, com a
quercetina em concentragdo constante. Vale ressaltar também que de acordo com um
estudo recente, proteinas codificadas por plasmideos secundarios atenuam a velocidade
de natacdo e o crescimento de E. coli, devido ao aumento do fardo metabdlico gerado
(Virgile et al., 2023). Dessa forma, ¢ viavel realizar marca¢des cromossomais de RFP nas

estirpes deste trabalho, lembrando que de GFP ja foi feito.

Para estudar mais adequadamente a dindmica de bactérias rapidas e lentas na
mesma populag¢do, ainda ¢ necessario aprimorar os circuitos para extrapolar alguma
hipdtese a respeito. Por enquanto, o que se pode explorar € o contexto de aprimoramento
do sistema de expressao de cheZ na estirpe J23114-gdoR-cheZ, controlando seu
vazamento. Existem diferentes formas de se fazer isso, como por exemplo adicionando
um segundo nivel de regulagdo, um nivel traducional utilizando sSRNA por exemplo

(Caron et al., 2012).

No design do circuito ainda existem alternativas que podem melhorar a regulagao
e expressdo do output, como por exemplo o sentido das sequéncias de DNA (Martins,
2011). Os circuitos apresentados aqui possuem o repressor gdoR em um sentido e o gene
cheZ em outro, o que ¢ chamado sistema divergente. Entretanto, sistemas convergentes
podem ser viaveis também. Adicionar RBS e terminador de transcricdo mais eficientes
também seria uma indicacdo plausivel (Wang et al., 2023). Por fim, existe um sistema de
regulacdo da expressdo génica mediado por flavonoides que parece tdo versatil quanto o
sistema QdoR. Trata-se do sistema FdeR, original de Herbaspirillum seropedicae, porém
¢ responsivo a naringenina e se baseia no ativador de transcri¢ao fdeR (Kashiwagi et al.,

2024).

Uma possivel aplicagdo dos circuitos construidos neste trabalho seria para o
melhor entendimento da dinamica de bactérias colonizando seus hospedeiros. Seria
possivel entender se a quimiotaxia guiada por quercetina confere uma vantagem para as
bactérias que respondem rapidamente ao flavonoide, em relagdo as que respondem

lentamente. Além disso, também seria possivel verificar se as bactérias rapidas podem
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estabelecer relagdes harmonicas com bactérias lentas ou nao-moéveis durante esse
processo de colonizacdo, e assim essa quimiotaxia ndo seria especifica apenas para a

estirpe que responde rapido ao atrator.

6. CONCLUSAO

A estirpe AcheZ teve sua motilidade restaurada apds a inser¢do do gene cheZ no
circuito genético regulado pelo promotor J23114, que permite maior expressao circuitos
construidos neste trabalho. O promotor J23110, por outro lado, demonstrou alta repressao
nas condi¢des testadas e ndo houve migragao significativa de cheZ nos circuitos regulados
por esse promotor, para todas as técnicas testadas com excessdo de capilaridade por
contagem de UFC.

A presenga de 100 uM de quercetina foi suficiente para que a estirpe regulada pelo
promotor J23114 apresentasse maior taxa de migra¢do em relagdo as estirpes BW25113
(WT) e AcheZ, na maioria das metodologias testadas. Apesar da expressao basal de cheZ
na auséncia do indutor, bactérias carregando essa constru¢do tiveram sua taxa de
pseutoaxia aumentada ap6s a adi¢do de quercetina.

Os experimentos de capilaridade em meio liquido e de cell tracking se mostraram
sensiveis na deteccao do fendtipo swimming, em relagdo a técnica de meio semissolido,
pois captam dados de células individuais dentro de uma populagdo. Com os resultados
dessas técnicas, € possivel concluir que o promotor J23114 ¢ de fato ruidoso, devido a
heterogeneidade de fenotipos visualizados na mesma populagdo, principalmente apos
adicao de quercetina. J4 o promotor J23110 gera uma populagdo mais homogénea com
menor ruido que, no geral, ndo demonstrou altera¢do apos adi¢dao de quercetina

Os ensaios de microscopia confocal em placa de Petri de fundo de vidro se
mostraram visualmente promissores para analisar um co-cultivo entre bactérias rapidas e
lentas. Entretanto, ainda € necessario otimizar os circuitos utillizados, principalmente
reduzindo sua taxa de vazamento, para que a dindmica entre bactérias rapidas e lentas

possa ser estudada mais a fundo, para que essa andlise seja feita de forma mais confiavel.
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