Nanoencapsulamento de
DNA plasmidial de Xantho-
monas campestris pv. vitico-
la e dsRNA como veiculo de
entrega de agentes de con-
trole de doencas e pragas

Resumo

O objetivo deste estudo foi aperfeigoar o encapsulamento dos acidos nuclei-
cos como veiculo de entrega de agentes de controle de pragas e doengas.
Como modelos, foram estudados o encapsulamento do DNA plasmidial (DNA-
-p) de Xanthomonas campestris pv. viticola, causadora do cancro-bacteriano
na uva, e do dsRNA, objetivando o silenciamento do psilideo Diaphorina citri,
que € o inseto-vetor da bactéria que causa o grenning (Huanglongbing/HLB).
Ambos os encapsulamentos ocorreram via gelificagao ionotrépica a partir de
solugdes diluidas de quitosana em acido cloridrico e acido acético com tripo-
lifosfato. As suspensdes obtidas foram caracterizadas por espectroscopia no
UV-visivel, eletroforese, tamanho (espalhamento de luz dindmico - DLS) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A sintese em acido acético gerou
melhores resultados, pois tanto as nanoparticulas obtidas com dsRNA como
aquelas com DNA plasmidial apresentaram tamanhos menores e distribui-
¢bes mais homogéneas. Assim, 0 nanoencapsulamento de acido nucleico via
gelificacdo ionotrépica é viavel, com potencialidade de aplicagédo no controle
de doencas e pragas.
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Introducao

Por causa do crescente aumento do surgimento de pragas e doengas na
agricultura, bem como do aumento de resisténcia de pragas e patégenos
aos tratamentos convencionais, métodos alternativos de controle tém surgi-
do como forma de minimizar este problema. Controle biolégico, vacinas nao
virais e tecnologia de RNA interferente (RNA-i) sdo alguns exemplos que tém
gerado resultados promissores.

Nanoparticula (NP) baseada em quitosana tem sido utilizada para encapsular
DNA plasmidial com o objetivo de estruturar um vetor néo viral. Os vetores
nao virais tém sido extensivamente estudados e aplicados como sistemas
de transfeccao estaveis com baixa toxicidade. NP catidnicas possuem a pro-
priedade de atuar como vetores, formando complexos que sédo capazes de
direcionar o material genético para a célula-alvo.

A formagéo desses complexos ocorre pelo fato de a carga negativa dos gru-
pos de acidos nucleicos interagirem eletrostaticamente com os grupos cati-
Onicos da matriz de NP. Assim, uma estrutura é criada envolvendo o &cido
nucleico e serve como uma barreira contra as nucleases ou macréfagos. No
segundo caso, o dsRNA, obtido por Engenharia Genética, pode ser usado
como agente bioldgico para controlar pragas de interesse agricola (Hunter et
al., 2012; Gillet et al., 2017).

Este trabalho objetivou o desenvolvimento de sistemas baseados em quito-
sana e tripolifosfato para o nanoencapsulamento de material genético por
gelificagéo ibnica para aplicagdo no controle de pragas e doengas.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semia-
rido, no periodo de abril de 2017 a julho de 2018.

O meio de cultura NYDA, constituido por dextrose, extrato de carne, extrato
de levedura e agar foi utilizado para a multiplicagdo de X. campestris pv. viti-
cola (X ,). O pré-inoculo da bactéria foi feito retirando-se com uma alga esteri-
lizada uma amostra das colénias de bactérias dos tubos de microcentrifugas
que foram plagueadas em meio NYDA.

Na extragdo do DNA plasmidial de X , todos os reagentes usados estéo des-
critos no protocolo de miniprep para a extragdo de DNA-plasmidial (DNA-p).
O dsRNA foi preparado por empresa especializada, de acordo com projetos
em condugado na Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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A preparagdo das nanoparticulas de quitosana com tripolifosfato de sdédio
(TPP), contendo material genético incorporado, foi realizada conforme des-
crito na literatura com ajustes (Britto et al., 2012). A solu¢édo estoque de TPP,
para o encapsulamento do dsRNA, foi preparada dissolvendo-se 60 mg de
TPP em 50 mL de agua destilada. Para o encapsulamento do DNA-p, a so-
lugdo de TPP foi feita dissolvendo-se 30 mg em 50 mL de agua. A solugao
estoque de quitosana foi preparada dissolvendo-se 150 mg de quitosana pu-
rificada em 50 mL de acido acético (HAc) a 0,1% (v\v) e em 50 mL de acido
cloridrico a 0,1% (v\v) sob agitagdo magnética por 4 horas. Em seguida, foi
separada uma aliquota de 300 pL das solugdes de dsRNA e misturada com
700 uL da solugao estoque de TPP. Para o DNA-p, um volume de 100 pL foi
adicionado a 200 uL de TPP. A formacgéo das NP via gelificagao ibnica e en-
capsulamento se deu pela adi¢ao desta solugéo de TPP + material genético a
1.000 pL da solugao estoque de quitosana, perfazendo-se, assim, um volume
final de 2.000 L para o dsRNA e de 1.300 uL para o DNA-p.

A espectroscopia no UV-visivel e a eletroforese em gel de agarose foram
utilizadas para quantificar a o DNA-p extraido, bem como para confirmar a
eficiéncia da extracgao.

Resultados e Discussao

O procedimento para isolamento do DNA-p de X , foi satisfatério, conforme
observado pela técnica de eletroforese (Figura 1). De acordo com as carac-
terizagdes por eletroforese (Figura 1) e espectroscopia no UV-visivel (Tabela
1), ocorreu variagao de concentragao significativa durante as extragdes. Isso
pode ser constatado na Figura 1, spots C, D, Ee F.

Foto: Laislane Mudo

\

Figura 1. DNA-p em gel de agarose extraido de Xanthomonas campestris pv. viticola
(A - 1). Nas cavidades (G) 25 ng.puL", (H) 50 ng.uL™" e (I) 100 ng.uL" foram aplicados
os padrdes.
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Tabela 1. Concentragéo de DNA plasmidial (ug/mL) e volume (uL) de X para
as diferentes extracdes de acordo com espectroscopia no UV-visivel.

Amostras Extracdo1 Extracdo2 Extracdo3 Extracdo4 Extragcdo5
Conc. DNA 624+21 3558 1195+262 57053 1840+113
Volume 40 100 500 100 400

No processo de encapsulamento pelo método de gelificagao ibnica forma-se
uma suspensao opalescente (aparéncia leitosa) que indica o ponto ideal de en-
capsulamento (Calvo et al., 1997; Janes et al., 2001; Pan et al., 2002).

A analise por espectroscopia no UV-visivel indicou que houve o encapsulamento
do DNA-p (Figura 2A). Observou-se, ainda, que, apds o encapsulamento em NP
de quitosana, a concentragao de DNA-p no sobrenadante caiu para proximo de
zero, ficando préximo do branco (solvente). Isto indica eficiéncia no encapsula-
mento proximo de 100%.

Pela variacédo da concentragao do dsRNA apds o encapsulamento, observou-se
que a sintese foi efetiva (Figura 2B). No entanto, em valor inferior ao observado
para o DNA-p (Tabela 2). Apesar disso, valores obtidos acima de 50% sao satis-
fatérios e estdo de acordo com o reportado na literatura para o encapsulamento
de dsRNA (Gharehdaghi et al., 2014). Neste caso, foi alcangada uma eficiéncia
de encapsulamento que variou de 10% a 90%.
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Figura 2. Espectros UV-visivel do DNA-p inicial de X , e da solugdo sobrenadante de nanopraticula
apos centrifugacdo (A) e do RNA-i inicial e da solugdo sobrenadante de NP apds centrifugagéao (B),
sintetizadas a partir de acido cloridrico e acido acético.
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Tabela 2. Valores das concentragdes inicial e do sobrenadante (ug/mL) e de
eficiéncia de encapsulamento (EE) para o do RNA-i.

Amostras Conc. inicial RNA-i Conc. Sobrenadante EE (%)

NP HAc 60+14 27,7+0,7 53,8

NP HCI 60+14 21+1,6 65,0
Conclusodes

O método de extragao mini-prep do DNA plasmidial de X. campestris pv. viti-
cola foi adequado, possibilitando recuperar DNA puro para o encapsulamen-
to.

O protocolo de encapsulamento de DNA-plasmidial e do dsRNA pelo método
de gelificagao ibnica foi eficiente, resultando em percentagem alta de encap-
sulamento, principalmente para o DNA plasmidial. A tecnologia &, portanto,
adequada como veiculo de entrega de material genético, objetivando o trata-
mento de doencas e controle de pragas.
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