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RESUMO

TiTULO DO PROJETO: Mecanismos moleculares envolvidos na expressio
génica de fatores de viruléncia de Mycoplasma hyopneumoniae (n°®° UFRGS
38113)

Aluno: Felipe Vieira dos Santos Lopes

Orientador: Prof. Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS PELO BOLSISTA

Selegao de genes codificadores de fatores de viruléncia de M.
hyopneumoniae para os ensaios funcionais

Para a selegdo de genes codificadores de fatores de viruléncia foi feita
extracdo total do RNA de M. hyopneumoniae, e posteriormente a preparagcao das
bibliotecas de cDNA e sequenciamento, o qual foi realizado pela empresa CD
Genomics (EUA). A partir de dados de protedbmica prévios, que identificaram
fatores de viruléncia abundantes na superficies de M. hyopneumoniae, e do
sequenciamento realizado neste trabalho foram selecionados 10 genes de M.
hyopneumoniae codificadores de fatores de viruléncia conhecidos. Essa selegéo
engloba 2 adesinas, 2 proteases, 2 enzimas pro- e antioxidantes, 2 lipoproteinas e
2 transportadores de membrana.

Clonagens moleculares para construgdio de um vetor plasmidial
recombinante contendo as sequéncias codificadoras necessarias para
construcao de um circuito sintético de expressao regulada de dCas9 para os
ensaios de CRISPRI (construgao pCRISPRI)

Construgdes plasmidiais necessarias para os ensaios de perda de funcao
realizados com CRISPRi foram feitas utilizando a estrutura do vetor pUC57. Com
as sequéncias codificadoras do repressor TetR e de dCas9 foi feita a construgéo do
vetor pUC57-CRISPRI. A sequéncia de DNA CamR foi substituida por dCas9 e tetR
para criar o vetor pUC57-CRISPRI, regulado pelos promotores pXyl/tetO2 e p97,
respectivamente. Em consequéncia do tamanho do inserto dCas9-tetR a
construcdo do vetor pCRISPRi foi realizado sob encomenda pela empresa
Fastbio-GenScript (EUA), utilizando os sitios de restricdo Xbal e Nsil.

Resultados obtidos

1. Escolha da posicdo das sequéncias-alvo para os ensaios de interferéncia
por CRISPRi e dCas9;

2. Construcado plasmidial recombinante do vetor pCRISPRi para manipulacao
genética de M. hyopneumoniae.



