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Resumo

Goma xantana € um polissacarideo sintetizado por bactérias do género Xanthomonas
que apresenta diversas aplicagbes industriais, como na producdo de alimentos,
cosmeéticos e extracdo de petroleo, entre outras. Nao ha producdo nacional do
composto e, por isso, o Brasil segue dependendo de importacbes de grandes
guantidades do biopolimero. Atualmente o desenvolvimento de processos de
producdo da goma tem sido direcionado para a otimizacéo de fatores como meios de
cultivo, condicbes operacionais e tecnologias para recuperacdo do composto de
interesse. No entanto, parte chave desse processo € o desenvolvimento de linhagens
otimizadas. Nesse contexto, Kundlascht (2017) através de um modelo matematico
deterministico para a sintese dos monémeros da goma xantana, identificou as reacoes
catalisadas por UDP-Glicose pirofosforilase (UDPG-PP) e UDP-Glicose
desidrogenase (UDPG-deH) como sendo possiveis gargalos da via de sintese da
goma xantana, e previu o comportamento do sistema diante da super-expressao
destas duas enzimas, apontando um aumento substancial na sintese dos monémeros
da goma. A partir desses resultados, o presente trabalho buscou a validacdo da
hipotese, e realizou a clonagem e transformacao dos genes galU (UDPG-PP) e Udg
(UDPG-deH) em Xanthomonas campestris pv. campestris (XCC) utilizando como base
um vetor de amplo espectro de hospedeiros. Foram construidos entdo trés
plasmideos, contendo cada gene individual e ambos genes em conjunto,
denominados respectivamente pLACR1_deH, pLACR1_PP e pLACR1_OP. Para
avaliacdo da producdo de goma pelas linhagens transformadas com o0s novos
plasmideos, foram realizados cultivos em frascos agitados e com a avaliacdo de duas
concentracdes distintas de indutor. Os resultados obtidos mostraram até 21,7% a mais
de produtividade (Pr) de goma xantana para a melhor linhagem recombinante quando
comparada a linhagem parental, validando a hipo6tese inicial sobre os gargalos da via

identificados pelas andlises in silico.



Abstract

Xanthan gum is a polysaccharide produced by bacteria from the genus Xanthomonas.
This biopolymer has many industrial applications such as in food and cosmetics
production, oil extraction process, among others. There is no national production of
this compound, which leads us to import high volumes of xanthan gum annually.
Currently, the development of production processes for this biopolymer has focused
on the optimization of growth media and operational parameters, as well as on
downstream steps to recover the product from the fermentation broth. However, a key
aspect of this process is the development of optimized strains. In this context, a
deterministic model in Python developed by Kundlascht (2017) identified the reactions
catalyzed by UDP-Glucose pyrophosphorylase (UDPG-PP) and UDP-Glucose
dehydrogenase (UDPG-deH) as being the bottleneck of the xanthan gum biosynthesis
pathway. The model predicted the system behavior with the enzymes’ super-
expression, indicating a significant rise in the gum monomers synthesis. From these
results, the present work sought the hypothesis validation performing the cloning and
the transformation of the genes galu (UDPG-PP) e Udg (UDPG-deH) in Xanthomonas
campestris pv. campestris (XCC) using a broad host range plasmid as the backbone.
Three plasmids were then produced containing each individual gene or both genes
together, which were respectively named pLACR1 deH, pLACR1 PP and
pPLACR1_OP. To evaluate gum production by the new transformed strains with the
constructed plasmids, cultures were performed in shake flasks with two different
inducer concentrations. The results showed up to 21.7% more productivity (Pr) of
xanthan gum for the best recombinant strain compared to the parental strain. This
result validates the initial hypothesis about the pathway bottlenecks identified by in
silico analysis.
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1. Introducéo

Xanthomonas € um género de bactérias gram-negativas fitopatogénicas. Alvos
de muitos estudos sobre sua patogenicidade, elas também se destacam no campo
industrial, principalmente pela producdo da goma xantana. A goma €& um
exopolissacarideo natural com diversos usos, desde a industria farmacéutica e
alimenticia, até em produtos agropecuarios e recuperacao terciaria de petréleo.
Tantas utilidades sé@o devidas a sua caracteristica altamente viscosa e estavel. Esse
produto ja vem sendo utilizado na industria desde os anos 60, quando foi aprovado

pela United States Food and Drug Administration (FDA) para uso em alimentos.

Segundo alguns estudos e relatdrios realizados por empresas internacionais de
consultoria em mercado, baseados na producdo e consumo da goma xantana no
mundo, os dados de previsdo de mercado sao promissores, alguns atingindo a casa
dos bilhdes de délares ja no inicio da proxima década. Com o mercado aquecido,
ainda segundo estes estudos, a taxas de crescimento anuais proximas a 6%,
mercados emergentes na producdo da goma como a América do Norte ja& apontam
COmMo promissores para 0s préximos anos, entrando na competicdo com o0s paises da

Asia-Pacifico que atualmente s&o o principal mercado.

Na contraméo dessa tendéncia, o Brasil ainda ndo produz a goma xantana
comercialmente, e dados do Ministério da Economia mostram dezenas de milhdes de
dolares em gastos com a importacdo desse produto, uma balanca extremamente
desfavoravel. Um dos motivos para essa situagao esta na baixa producéo nacional de
propriedade intelectual sobre o produto: nos ultimos 10 anos o Brasil depositou
apenas 12 patentes no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial).

Alguns grupos de pesquisa nacionais tém trabalhado na otimiza¢éo do processo
de producao da goma xantana, colhendo resultados promissores ao longo dos anos.
O uso de varias matérias-primas de baixo custo, especialmente residuos de outros
processos industriais, tem sido avaliado por estes pesquisadores, e as condicdes
Otimas de cultivo seguem sendo amplamente estudadas. Entretanto, o
desenvolvimento de melhores linhagens produtoras, ponto crucial do processo,
representa um nicho ainda pouco explorado, e € neste aspecto que este trabalho
pretende dar sua contribuicdo cientifica e tecnoldgica.
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O uso de ferramentas de engenharia genética pode contribuir de forma
significativa no aprimoramento das linhagens produtoras, impulsionando o
desenvolvimento de processos competitivos e de alto rendimento. Através da
aplicacéo de ferramentas de bioinformética permitiu-se aliviar dois possiveis gargalos
na via biossintética dos monémeros constituintes da goma xantana. A escolha dos
alvos foi fruto do emprego de um modelo deterministico para o estudo da via
metabodlica de producdo dos mondmeros da goma. O trabalho atual buscou a
validacdo experimental dos resultados obtidos e, com isso, também a validacdo da
capacidade preditiva do modelo desenvolvido, tendo como principal objetivo a

obtencéo de uma linhagem com fendtipo de producéo mais eficiente da goma xantana.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Partindo da hipétese de que a producdo mais eficiente dos monémeros
constituintes da goma xantana deve levar a uma maior producéo do biopolimero, este
projeto teve como objetivo geral avaliar experimentalmente as previsbes obtidas
anteriormente in silico para a construcdo de uma linhagem de Xanthomonas sp. que
seja capaz de produzir maiores quantidades de goma a partir da otimizacdo da

producdo de seus mondémeros.

2.2. Objetivos Especificos e etapas para atingi-los

I Avaliacado/adaptacao dos vetores de expressao para Xanthomonas sp.:
a) Avaliacdo da funcionalidade (estabilidade) dos vetores pRSM4 e pLAC2 em
Xanthomonas sp.;
b) Clonagem do gene que codifica a proteina mCherry nos vetores de expressao
avaliados para utiliza-la como gene repérter em Xanthomonas sp.;
c) Comparacdo dos vetores de expressdo avaliados e selecdo do melhor vetor
com base na quantificacdo do nivel de expressao da proteina fluorescente

mCherry em Xanthomonas sp.

ii Clonagem e expressdo das enzimas UDP-Glicose pirofosforilase (UDPG-PP) e
UDP-Glicose desidrogenase (UDPG-deH) de Xanthomonas campestris pv.
campestris:

a) Amplificacdo dos genes-alvo por PCR;

b) Clonagem individual dos insertos amplificados no vetor de expresséo
selecionado em (i);

c) subclonagem do gene que codifica UDPG-deH (Udg) no plasmideo contendo o
gene galU (que codifica a enzima UDPG-PP);

d) Transformacéao de células eletrocompetentes de “Xanthomonas sp.” com os

vetores construidos e ensaios de expressao em frascos agitados.
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iii Avaliacdo da producédo de goma xantana pelas linhagens transformantes e nao-
transformantes:

a) Cultivos em frascos agitados para comparar a producao de goma xantana das

trés linhagens transformantes e da linhagem néo-transformante (com super-

expressdo de UDPG-PP, ou UDPG-deH, ou ambas as enzimas).
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3. Desenvolvimento Teorico e Estado da Arte

3.1. Xanthomonas e a Goma Xantana

Xanthomonas é um género de proteobactérias gram-negativas fitopatogénicas,
atualmente composto por 20 espécies. Sdo patdgenas a diversos grupos de plantas,
sendo um problema em plantacées como de arroz e plantas citricas. Sao responsaveis
pela producdo da goma xantana, um exopolissacarideo util na retencéo de nutrientes

e na movimentacgao das células bacterianas nas folhas das plantas (OTOBONI, 2007).

A goma xantana é um polissacarideo natural de grande relevancia industrial. Foi
descoberta no Northern Regional Research Center do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos no ano de 1963 e passou a ser produzida industrialmente ja no
ano subsequente. Foi aprovada pelo 6rgdo competente nesse pais (United States
Food and Drug Administration, FDA) para utilizagdo em alimentos sem limitagao de
guantidade, fato especialmente relevante tendo em vista que sua maior aplicabilidade

se da na industria alimenticia (Palaniraj et al., 2011).

No entanto, os usos da goma xantana sd0 muito mais amplos. E utilizada na
industria farmacéutica como agente suspensor, estabilizante ou emulsificante (Jani et
al., 2009). Na industria petrolifera, € comumente empregada na recuperacao terciaria
de petroleo, especialmente em reservatorios que apresentam lencois freaticos com
altas concentrag6es de cloreto de sédio e ions divalentes (Ghoumrassi-Barr et al.
2016). Em produtos agropecuarios, € empregada para uniformizar a suspenséo de
fungicidas, herbicidas e inseticidas. Sua utilizacdo é de especial importancia em
formulacbes baseadas em agua, mais seguras e limpas que composi¢cées granulosas
(EIShafei et al., 2010). E empregada como espessante em diversos produtos,
incluindo produtos de limpeza, acidos para remocao de ferrugem e tintas. Todas essas
aplicacfes se devem a suas propriedades fisico-quimicas, j& que a goma xantana se
destaca perante outros polissacarideos industriais por apresentar alta viscosidade em
baixas concentragcbes e uma grande estabilidade, tanto diante de uma variagéo

intensa de pH quanto de temperatura (Rosalam et al., 2006).
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3.1.1. MERCADO DA GOMA

Com relacdo as previsbes de mercado, alguns estudos e relatérios foram
produzidos por empresas de consultoria nos ultimos anos afim de destacarem as
regides que estdao em alta no consumo e producdo desse insumo. De acordo com
relatorio da empresa americana Globe Newswire (2020) é esperado um crescimento
de $798 milhdes de ddlares em 2018 para $1,3 bilhdo de dolares em 2025, com 7,27%
de CAGR (Compound Annual Growth Rate ou Taxa de Crescimento Anual Composta).
A empresa Global Market Insights, Inc. (2019), estima que até 2023 o tamanho de
mercado da goma tera ultrapassado o crescimento de 5,5% CAGR, devido ao
aumento do seu uso na industria de bebidas, alimenticia, farmacéutica e de
cosméticos. O estudo da também americana Industry Experts, (2018) projeta o
crescimento a 5,1% CAGR no periodo até 2024. Na mesma linha, o estudo da
americana Market Insights Reports, (2019), prevé um crescimento de producédo na
taxa de 3,77%, com os principais consumidores sendo EUA, Europa e China, com
mercado podendo crescer em USD 610 milhdes até 2025. E para a inglesa Allied
Market Research, (2017), a expectativa de mercado para a goma xantana é de atingir
USD 1,076 bilhdo ja em 2023, a CAGR de 5,9% neste intervalo de tempo.

Ainda segundo Global Market Insights, Inc. (2019), a maior fatia desse mercado
fica com a Asia-Pacifico, com lucros na casa de USD 495 milhes até 2023. Ja a
americana TMR Research, (2019) aponta um pequeno problema de mercado sofrido
tanto por China e Austria, grandes exportadores do produto, que vem sofrendo com
politicas anti-dumping, e desconfianca com a qualidade do produto entregado pelos
fornecedores Chineses. No entanto, o0 mercado da Asia-Pacifico ainda aposta na
massiva demanda pelo produto na regido. Neste cendario, a América do Norte se
apresenta como um novo mercado promissor, com expectativas de se tornar um

mercado mais maduro nos préximos anos (TMR RESEARCH, 2019).

O Brasil ndo produz goma xantana comercialmente, apenas para finalidade de
pesquisa. Segundo os ultimos dados sobre o produto disponibilizados pela plataforma
online Comex Vis, fornecida pelos servidores do Ministério da Economia, Industria,
Comércio Exterior e Servicos (MDIC) (MDIC, 2019), as importagbes da Goma
Xantana, em seus estados primarios, atingiram em 2018 um montante de 20,86

milhdes de dolares, e até o més de outubro de 2019, os valores para esse ano chegam
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a US$ 15,36 milhdes. Os valores totais atingidos com importacées, em US$ FOB, ao

longo dos ultimos dez anos séo apresentados na Figura 1.
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*ariagdes em relaco ac ano anterior.

Figura 1: Importacdes brasileiras de goma xantana em milhdes de ddlares (US$ FOB) na ultima
década. Devido a auséncia de producao nacional e variada aplicabilidade na inddstria, o Brasil importa
grande quantidade do produto. O pico de importagdo ocorreu no ano de 2013, com mais de 33 milhdes
de ddlares gastos, resultando na compra de mais de 6000 toneladas do composto. Com a
desaceleracdo da atividade industrial no pais, ocorreu uma redugdo nas importacées, mas estas ainda
assim superaram 13 milhdes de délares no ano de 2017, voltando entéo a crescer em 2018 (20,86), e
mostrando em 2019 uma tendéncia a estabilizacdo proxima aos anos anteriores a 2013. (Fonte: Figura
retirada da plataforma Comex Vis (MDIC, 2019)).

Dentre os principais exportadores da goma para nosso pais em 2019 (Figura 2)
estdo, em primeiro lugar a China com 60% do todo, seguida pela Austria, Franca e
Estados Unidos, com 18%, 11% e 8,6% respectivamente. Outros paises figurantes
nessa lista de exportadores sdo: Cingapura, Emirados Arabes Unidos, Hong Kong,
Japéo e Itélia, citados por ordem de participagédo (MDIC, 2019).

Total: US$ 15,36 Milhdes

Estados Unidos
8,6%

e ——

USS 225 Milhes usio USS B47,16 Mi

Figura 2: Percentual da goma xantana adquirida pelo Brasil em 2019, referente aos principais paises
de origem do bioproduto. Fonte: Figura retirada da pataforma Comex Vis (MDIC, 2019).
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3.1.2. PRODUCAO NACIONAL DE PROPRIEDADE INTELECTUAL/INDUSTRIAL

De acordo com Machado et al. (2012), entre 1970 e 2009 o Brasil depositou
apenas nove patentes envolvendo o produto no INPI. Destas, trés sao de titularidade
da Universidade Federal da Bahia, duas da Universidade Estadual Paulista, uma do
Servico Nacional de Aprendizagem Industrial da Bahia e trés de inventores

independentes.

Nos ultimos doze anos, de 2009 em diante, esse quadro vem aos poucos se
alterando. Foram depositadas outras 12 patentes no INPI, quatro pertencentes ao
Instituto de Tecnologia e Pesquisa BR/SE (IPT) e Universidade Tiradentes (UNIT)
BR/SE, duas do Servico Nacional de Aprendizagem Industrial — Departamento
Regional da Bahia (SENAI DR/BA) BR/BA, duas da Universidade Federal da Bahia
BR/BA, sendo uma dessas com parceria da UNIT, e por fim, a Universidade de
Sergipe BR/SE, a Policam Campos de Biotecnologia Ltda BR/SP, a Associacao
Paraense de Cultura (APC) e a Dupont Nutrition Biosciences APS (DK), depositaram
mais uma cada. Esses dados puderam ser acessados através da ferramenta de
“Busca Web” fornecida pelo préprio instituto (INPI, 2021).

Das 21 patentes depositadas, doze séo relacionadas a meios de cultivos, que
vao desde residuos agroindustriais a produtos organicos e reagentes comerciais,
tendo sido utilizados o soro de leite, casca de maracuja, licor obtido do sabugo de
milho, crustaceos, leite rejeitado (autoclavado, fervido ou coalhado), casca de abacaxi,
acucar demerara, extrato aquoso de vagem de algaroba, vagem de algaroba,
levedura, carboidratos gerais de residuos agroindustriais, mandioca, batata, glicerol,
glicerina, sacarose e glicose. Duas patentes foram depositadas para producéo
integrada, uma com a goma de galactomanana e outra com polihidroxialcanoato. Uma
patente para a producdo de uma goma xantana-metal, incorporada com
nanoparticulas de metal (prata, ouro e cobre) com composicdo bactericida. E seis
patentes voltadas ao processo de producao e recuperagao da goma, envolvendo as

partes de preparacéo, otimizacédo da producao e secagem (ex.: spray dryer).

Sem producdo nacional do composto e com baixa producdo de propriedade
intelectual de patentes para o processo, as industrias brasileiras que necessitam de
goma xantana foram sempre for¢cadas a recorrer a importacdo, resultando na balanca
comercial desfavoravel apresentada anteriormente. No entanto, aumento de patentes

produzidas envolvendo a producdo da goma nos anos recentes, € um indicativo da
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relevancia do produto, que estd em alta na década, em coeréncia com as boas
previsbes para o mercado no mundo, se caracterizando como uma grande
oportunidade de a industria nacional investir e reverter o quadro de déficit que
apresenta.

3.1.3. PRODUCAO E EXTRACAO DA GOMA

Diversos estudos delineiam métodos de producdo e extracdo de goma,
percorrendo variados meios de cultura com suas composi¢ées mais ou menos ricas
em nutrientes, condi¢des de cultivo indo desde temperatura, agitacdo e aeracao até
modelos de agitadores e reatores, chegando em protocolos de extracao e purificacdo
do produto, partindo da lise e remocao celular até os métodos de precipitacdo do
produto a partir do caldo de cultivo, comumente utilizando alcoois, e separagado por

centrifugacédo e/ou filtracao.

Ao falarmos de cultivo de Xanthomonas € muito comum encontrarmos trabalhos
gue estudam diversos tipos de fontes de carbono nos meios de cultivo, como 0s mais
comuns glicerol, sacarose e glicose, mas em sua maioria os complexos, podendo citar
exemplos de meios alternativos de baixo custo como produtos e residuos
agroindustriais: cana-de-acucar, mandioca, batata, suco de uva, palha de arroz,
proteina Whey (derivado de laticinios), entre outros. No entanto, fontes de nitrogénio
e demais sais importantes ao ciclo metabdlico sdo também considerados, como
magneésio, calcio, potassio e ferro. Dentre as fontes de nitrogénio mais comuns
provenientes de meios complexos que podemos citar temos extrato de levedura,
extrato de malte, peptona, triptona. Alguns estudos como o realizado por GARCIA-
OCHOA et al. (2000), chegam a composicdes por eles consideradas ideais ao cultivo
(BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009).

Um exemplo desses estudos sobre composicdo do meio de cultivo € o estudo da
substituicdo da fonte de carbono (sacarose) por melaco de cana-de-agucar, que
obteve o0s melhores resultados segundo conclusdes obtidas por LUVIELMO;
SCAMPARINI (2009), que alcancou concentracdes de 70 g.Lt, e BRANDAO et al.
(2008) que em seus estudos obteve dez vezes mais produ¢cdo com caldo de cana
(33,54 g.L'Y) em comparacdo com a sacarose (3,45 g.L™?), valores que séo superiores

a média das produgbes encontradas na literatura que variam entre 10 e 30 g.L*
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(LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Outro exemplo, foi o estudo de SAVVIDES et al.
(2012) utilizando Whey como meio complexo de cultura alcancando o resultado de 28
g.L' com o meio hidrolisado. Estudos como esses visam o reaproveitamento de
residuos através de uma destinacdo economicamente viavel na producdo de outros

compostos.

Dentre as fontes de carbono mais comuns a sacarose se destaca, conseguindo
maiores valores de produgcdo de goma quando comparada a glicose e lactose, por
exemplo (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009). Séao
relatados na literatura cultivos em biorreator de bancada em modo batelada simples
com duracédo de 66 a 96 horas, quando a concentracdo de substrato passa a ser um
gargalo na producdo. Para AMANULLAH; SATTI; NIENOW (1998) a estratégia de
producdo em batelada alimentada € uma opcao que se destaca pela possibilidade de
adicao intermitente de substrato (mais especificamente fonte de carbono, mantendo a
concentracéo entre 30 e 40 g/L, com fluxo de alimentacdo com concentracédo de 10

g/L, prevenindo a inibicdo do crescimento e de producao da goma.

Segundo LUVIELMO; SCAMPARINI (2009) a temperatura 6tima de crescimento
de bactérias do género Xanthomonas fica entre 28 e 30°C, e o pH entre 6 e 8, tratando-
se, portanto, de condi¢cfes de cultivo facilmente controladas. Porém, um dos grandes
percalcos enfrentados por produtores de goma xantana € a alta viscosidade atingida
pelo caldo de cultivo, e consequentemente a grande dificuldade de aeracéo. O estudo
de AMANULLAH; TUTTIETT; NIENOW (1998) mostrou que a oxigenacdo esta
diretamente ligada a capacidade de producdo de goma. Deste modo, estudos de
agitacdo e areacdo durante o cultivo em biorreatores € outra area de grande
importancia e interesse. Resultados de producéo variam largamente de acordo com
essas condi¢cdes e parametros. Os autores geralmente tem como objetivo avaliar tipos
de agitadores mecanicos, impelidores, taxas de oxigenagédo e aeracéo (0,2, 0,3, até 2
vvm), oxigénio dissolvido e velocidades de agitagédo (100, 200, até 800 rpm), sempre
buscando condi¢cfes otimas de producdo (AMANULLAH et al., 1998; AMANULLAH,;
TUTTIETT; NIENOW, 1998; SRIRAM et al., 1998). Para SRIRAM et al. (1998) a
agitacdo deve chegar a valores proximos a 600 rpm no biorreator agitado com turbinas
do tipo Rushton. Valores de aeragédo no biorreator devem chegar entre 1 a 1,5 vvm
(BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; DAI et al., 2019), com 10 a 15% de saturacao
(AMANULLAH et al., 1996). Até estudos envolvendo a adicdo de oxigénio em fase
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liquida foram testados, como no trabalho de RAO; SURESH; SURAISHKUMAR (2003)
utilizando um pré-tratamento com hidroxila de HOCI seguindo o cultivo com pulsos de
adicao de H202, onde conseguiu-se alcancar uma correlagcéo entre a suplementacéo

e a producéo da goma.

ALKHATEEB et al. (2018) apud SOUW & DEMAIN (1979); HARDING et. al.
(1995); VOJNOQV et al., (2001), apontou que o nitrogénio disponivel no meio influencia
a producéo do exopolissacarideo, como ocorre em espécies similares de bactérias e
leveduras, sendo a maior taxa de producdo de goma por células de Xanthomonas
campestris pv. campestris atingida no momento de baixa desse nutriente, que vem
acompanhada da fase estacionaria de crescimento celular. ALKHATEEB et al. (2018)
completa que ndo ha na literatura, até a data do estudo, analises detalhadas do
mecanismo genético regulatério por tras dessa diferenca entre as fases de
crescimento na biossintese da goma. Com tudo, como foi descrito acima, a goma
xantana possui utilidade na retencdo de nutrientes (OTOBONI, 2007), sendo possivel

gue esse seja um dos fatores a contribuir com esse efeito observado.

Com relagéo a extracdo de goma, 0s processos envolvem o uso de um solvente
organico, e 0s mais comuns sdo o alcool etilico (etanol) ou alcool isopropilico
(isopropanol). Existem variacdes muito grandes sobre o volume ideal de solvente, mas
em geral variam de duas a oito vezes o volume de caldo. Em muitos processos ocorre
a pasteurizacdo anterior a exposi¢cao ao solvente, buscando a inativacdo celular, e
enzimas liticas também podem ser utilizadas nesse processo. A separacéo das fases
apos a formacéo do precipitado é feita por centrifugacéo e/ou filtracdo. Os processos
de centrifugacdo normalmente séo realizados a altas taxas de rotacdo, acima de
20000xg, e para os processos de filtracdo ja existem relatos do uso de ultrafiltracao.
Por fim segue-se para o processo de refino, que inclui moagem e a cristalizagéo
(BORGES; VENDRUSCOLO, 2008; GARCIA-OCHOA et al., 2000; LUVIELMO;
SCAMPARINI, 2009).

Os trabalhos divergem com grande margem sobre métodos de extracdo. Como
por exemplo: SAVVIDES et al. (2012) utiliza 88 mL de etanol com 4 mL de solugéo
KCI 10% (m/v) para precipitar o polissacarideo de 10 mL de amostra diluida de 2 a 5
vezes, enquanto que AMANULLAH et al. (1996) utiliza 2 volumes de isopropanol e

10% de solugéo KCI 2% (m/v) em amostra sem diluir. Diferentemente dos dois
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anteriores, autores como ZHU et al. (2010) retiram primeiro as células por

centrifugacédo, e extraem a goma do sobrenadante.

3.2. Viade biossintese da Goma

A goma xantana € construida com base em nucleotideos de acucar
citoplasmatico, acetil-CoA e fosfoenolpiruvato através de uma membrana de
poliisopropenol fosfato como aceptor (LELPI et al., 1983, p. 145 apud BECKER et
al., 1998). A sintese dos acucares precursores UDP-Glicose, UDP-Acido Glicurénico
e GDP-Manose ocorre a partir de uma via alternativa de metabolismo da Glicose-6-
Fosfato através de reacdes catalisadas por cinco enzimas (Becker et al., 1998). Duas
delas, XanA e XanB, apresentam atividade bifuncional e s&o transcritas
conjuntamente (Koplin et al., 1992). A Figura 3 esquematiza os passos da via.

Glicose
ATP )1 Glicoquinase
ADP PGI XanB (PMI)
Glicose-6-Fosfato |——| Frutose-6-Fosfato | —— | Manose-6-Fosfato
JXanA (PGM) 1 XanA (PMM)
Glicose-1-Fosfato Manose-1-Fosfato
GTP
, UTPj UDPG-PP e )J XanB (GDPM-PP)
Pirofosfato UDPG-deH irofosfato
UDP-Glicose 77' UDP-Acido Glicuronico GDP-Manose

NAD* NADH + H*

Figura 3: Representacdo esqueméatica da sintese dos acUcares precursores. PGIl: Fosfoglicose
isomerase; PMI. Fosfomanose isomerase; PMM: Fosfomanose mutase; PGM: Fosfoglicose mutase;
UDPG-PP: UDP-Glicose pirofosforilase; UDPG-deH: UDP-Glicose desidrogenase; GDPM-PP: GDP-
Manose pirofosforilase. Os trés precursores séo sintetizados a partir de Glicose-6-fosfato. Os cofatores
UTP, GTP e NAD+ sédo necessarios. Das sete reagdes enzimaticas, quatro sao controladas pelas
enzimas bifuncionais XanA e XanB (Fonte: Kundlatsch 2017).

A goma xantana possui uma estrutura pentassacaridica composta pelos
agucares precursores sintetizados na via anterior. E formada por uma cadeia de B-D-
Glicose ligada a ramificagbes compostas de trés moléculas, uma a-D-Manose,
seguida de um B-D-Acido Glicurdnico, terminando em uma B-D-Manose,
intermitentemente ligadas a um Grupo Acetil e um Acido Pirlivico, como mostra a

Figura 4 abaixo:
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Figura 4: Unidade de repeti¢cdo estrutural da goma xantana. Fonte: Jansson et al. (1975) & Beccker
et. al. (1998), p. 146.

A polimerizacdo da estrutura da goma inicia-se com a transferéncia dos
acucares, primeiramente com a glicose-1-fosfato, para membrana interna de
poliisopropenol fosfato, até completar a unidade de repeticdo. Acetil-CoA e
fosfoenolpiruvato doam residuos de acetil e piruvato que se unem a estrutura
pentassacaridica (BECKER et. Al., 1998). Sao sete as enzimas responsaveis por todo
processo de sintese e liberagdo da goma, pertencentes ao grupo de genes
gumBCDEFGHIJKLM, localizados em um cluster de 12 kb expresso por um operon e
um promotor (VORHOLTER et al., 2008). Ao contrario de outros organismos que
sintetizam polissacarideos, as enzimas responsaveis pela producédo dos precursores
nao sao codificadas ha mesma regido dos genes gum: seus genes se encontram em
um outro cluster com 16kb, sendo também transcritos em um Unico operon com doze
fases de leitura aberta (ORFs) (HARDING et al., 1997).

Podemos ver na Figura 5 as reacfes sequenciais de adicdo de acucares que
formam a unidade de repeticdo do polimero. Acredita-se que a proteina GumJ
transfere as unidades de repeticdo através da membrana interna e a proteina GumE
realiza a polimerizag&do com ajuda das proteinas GumD, M, H, K e I. Os residuos ainda
podem receber grupos piruvil e acetil em graus variaveis (Stankowski et al., 1987). A
proteina GumL adiciona um grupo piruvil & Ultima manose da ramificacdo, a GumF
acetila a manose interna, e a GumG pode adicionar grupos acetil a manoses externas
gue nao receberam grupos piruvil. Por fim, GumB e GumcC realizam a formacao de

um poro e a secrecdo do composto (Vorholter et al., 2008).
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Ubp uDp Gbp

Fosfato . Acido glicurinico
. Glicose ‘ Manose

Figura 5: Representagdo esquematica da formagdo da estrutura de repeticdo de goma xantana. Das
enzimas ilustradas, apenas GumbD é uma proteina de membrana. A sintese se déa pela adi¢édo sucessiva
dos precursores apresentados na Figura 3. As enzimas GumL, GumF e GumG, responsaveis pela
adicdo de grupos piruvil e acetil, bem como as enzimas GumJ, GumE, GumB e GumC, responsaveis
pela polimerizacéo e secre¢do, ndo estdo representadas (Fonte: Kundlatsch 2017).

3.3. Otimizacgéao do sistema

Existem ferramentas de Biologia Molecular e técnicas para manipulacdo de
espécies do género Xanthomonas, com estudos sendo realizados ha muitos anos
(ARLAT etal., 1991; KAMOUN & KADO, 1990). No entanto, ndo existiam na literatura
informacdes referentes ao desenvolvimento de linhagens otimizadas através de um

processo légico e estruturado.

Nesses dois ultimos anos, surgiram alguns trabalhos voltados a identificacéo,
compreensao e manipulacao sobre genes especificos relacionados a patogenicidade
das espécies, como os trabalhos de CHEN et al. (2018), GAWIN; VALLA,
BRAUTASET (2017), JIANG et al. (2018), e SAMPAIO et al. (2017). SAMPAIO et al.
(2017), em seu estudo voltado a reducao da patogenicidade, encontrou correlagéo da
proteina de ligagdo NrtT, relacionada a absorcéo de enxofre, com a producéo da goma
utilizando linhagens de Xanthomonas citri. A delecdo desse gene na linhagem

recombinante produzida diminuiu em 26% a producéo de goma.

Com relacéo a estudos voltados para linhagens com foco na produgéo da goma,
foram encontrados apenas dois trabalhos nesses dois anos. WU et al. (2019)
alteraram as propriedades fisico-quimicas da goma através de linhagens

recombinantes de Xanthomonas campestris CGMCC 15155, buscando uma goma
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mais viscosa para utilizacdo na industria de alimentos. Para isso, as terminacdes das
ramificacbes formadas na estrutura da goma passaram a ter ligacdes apenas com
piruvato, através da delec¢édo dos genes gumF e gumG e da superexpressao do gene
gumL. Os resultados obtidos, segundo o autor, foram satisfatérios, com a nova goma
apresentando melhores carateristicas que a goma natural. DAI et al. (2019)
construiram uma linhagem de Xanthomonas campestris CGMCC 15155 deficiente em
xanthomonadin (pigmento amarelo) capaz de produzir uma goma xantana branca que
exige menor volume de alcool para sua extracao, reduzindo a proporcao de 7:1 para
3:1 (etanol:caldo fermentado). Para isso, o gene vgb (de Vitreoscilla globin), sob
controle do promotor LacZ, foi inserido na regido do gene pigA, inativando-o, e
auxiliando, com a expressao da proteina VHb (que pode aumentar o metabolismo da
X. campestris) a ndo haver perda na producao da goma pela inativacao do gene pigA.

3.3.1. MODELO MATEMATICO DETERMINISTICO PARA PREVISOES IN SILICO

Neste cenario, 0 primeiro passo no sentido do desenvolvimento de uma linhagem
otimizada para a producao da goma xantana foi dado pelo trabalho de KUNDLATSCH
(2017), com o desenvolvimento de um modelo deterministico (nenhuma aleatoriedade
esta envolvida na definicdo dos estados futuros do sistema) para a identificacdo das

etapas limitantes na via de producéo dos monémeros da goma.

Com a implementacédo do modelo em Python 2.6.6 e a partir da utilizacao de
informacdes da literatura, foi possivel sugerir que as etapas realizadas pelas enzimas
UDPG-PP e UDPG-deH limitam o fluxo de producdo dos mondémeros. Os dados de
atividade enzimética utilizados no modelo para as cinco enzimas responsaveis pela
via de sintese dos mondmeros da goma, foram obtidos a partir dos trabalhos de
KOPLIN et al. (1992), PAPOUTSOPOULOU & KYRIAKIDIS (1997), WEI et al. (1996),
GOTO et al. (2016), BOSCO et al. (2009) e BLANCH et al. (2008). Os dados cinéticos
para a enzima fosfoglicose isomerase (PGI) foram baseados na atividade em E. coli
descrita por GAO et al. (2005).

Os demais parametros enzimaticos utilizados foram estimados algebricamente
por KUNDLATSCH (2017) a partir dos dados recolhidos nos trabalhos consultados,
utilizando da definicdo matematica da atividade de um extrato celular em fase

estacionaria para as reacgdes da via, determinada no trabalho de KOPLIN et al. (1992),
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e realizando uma aproximacdo para a massa de proteina em uma célula de
Xanthomonas através de correlacdes entre a massa seca de uma célula de E. coli
(DELGADO et al., 2013) e a porcentagem proteica da massa seca de uma célula de
Xanthomonas de acordo com SCHATSCHNEIDER et al. (2013), dada a auséncia, até

aguele momento, desse dado na literatura.

O modelo leva em consideracédo a multiplicacdo e divisao celular, distribuicdo e
consumo de substrato nas células e as fases do crescimento celular, com uma entrada
ndo abrupta na fase estacionaria guiada pela concentracdo da fonte de carbono,
assim como na ativacado dos genes de viruléncia. Ele trabalha com condi¢cGes 6timas
de substrato na regido de localizacdo da enzima, utilizando os dados de velocidade
méaxima da reacao, podendo inferir 0 acimulo excessivo de intermediarios e assim
prever as reagdes que limitam a velocidade de operacgéo do sistema, os bottlenecks
da via de sintese (KUNDLATSCH, 2017).

O modelo também leva em consideracdo o mecanismo transcricional ativado por
quorum sensing, através do fator de transcrigédo Clp (Catabolite-repressor-like protein)
presente em bactérias do género Xanthomonas. Clp é um fator de transcricdo que
controla multiplos fatores de viruléncia (TAO et al., 2009), e que é reprimido por c-di-
GMP. Em altas concentracdes celulares c-di-GMP é hidrolisado como resposta a
mecanismos de quorum sensing (RYAN et al., 2006), desencadeado pela presenca
de DSF (Diffusible signal factors - fator sinalizador difusivel), que é uma familia de
acidos graxos sintetizados em uma série de patdgenos vegetais e humanos (RYAN et
al., 2015). Nessa condicéo, Clp fica livre de represséo, resultando em transcricdo dos

genes de viruléncia.

O modelo foi desenvolvido como uma plataforma modularizada que permite
expansbes conforme novos dados futuramente descritos na literatura sejam
incorporados. No entanto, mesmo ndo sendo uma representacao fidedigna da via
intracelular, o modelo consegue indicar os bottlenecks da mesma e também propor
formas de aumentar a produtividade do composto de interesse. Nesse sentido, 0
modelo também foi validado em comparacdo com dados experimentais de outros
autores, sendo eles: SCHATSCHNEIDER et al. (2013), LETISSE et al. (2002),
ROSEIRO et al. (1993) e JARMAN & PACE (1984).

O Quadro 1 apresenta todas as premissas utilizadas no desenvolvimento do

modelo assim como o0s parametros que podem ainda ser incorporados, visando
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resultados cada vez mais precisos na identificacdo de limitantes da via de producéo
da goma xantana. A construcado de linhagens onde ndo exista tal limitacdo, ou seja,
onde haja um maior fluxo nas reacdes aqui citadas, consiste na etapa seguinte,

proposta neste projeto.

Quadro 1: Premissas e possiveis implementacdes futuras do modelo matematico desenvolvido em
Python 2.6.6 por KUNDLATSCH (2017), com o intuito de elucidar o modelo e indicar pontos nos quais
o codigo pode ser aprimorado e/ou expandido conforme novos dados de estudos enzimaticos e
bioquimicos sejam publicados.

Premissas
Auséncia de mecanismos de regulacdo
alostéricos, influéncia de NADH sobre UDPG-
deH desconsiderada e presenca maxima de co-
fatores.
Auséncia de variagdo na composi¢cao proteica e
na massa das ceélulas ao longo do ciclo celular

Concentragéo de substrato tendendo ao infinito

Parametros a serem incorporados
Mecanismos de regulacdo alostérica sobre a
atividade enzimatica.

Descricdo das reacdes de sintese de DSF*,
desencadeando o mecanismo de quorum
sensing.

Funcéo correlacionando uptake de glicose e

acumulo de biomassa e goma.

Novos parametros cinéticos enzimaticos**: Kcat,
Kwm, Kb

Entrada na fase estacionéria correlacionada

ao esgotamento da fonte de nitrogénio
Montagem e secrecao do polimero

Crescimento celular fixo

Meio limitado unicamente por glicose,
desconsiderando limitagBes de nitrogénio.
Modelagem apenas da via de sintese dos
mondmeros

Uptake de glicose fixo Modelagem das reacdes de uptake de glicose e
de outros agucares.

*DSF: Diffusible signal factors. **Constantes: kcat - catalitica; Km - Michaelis Menten; Ko — dissociacéo.
Fonte: Adaptado de KUNDLATSCH (2017).

3.3.2. VETORES DE EXPRESSAO UTILIZADOS NESTE TRABALHO

ePathBrick Vectors

Os plasmideos ePathBrick constituem uma plataforma para montagem de
vetores de expressdo de varios genes de uma via ou geracdo combinatéria de
diversidades de uma via. Utilizando o conceito de BioBricks, os vetores utilizados
contém quatro sitios de restricdo compativeis (Avrll, Xbal, Spel e Nhel) alocados em
posicoes estratégicas, de forma que os genes clonados podem ser facilmente
organizados na forma de operons, pseudo-operons ou de forma monocistronica,
permitindo a criagéo de configuracdes diversas para expressao dos genes de uma ou
mais vias. Cada um dos cinco plasmideos ePathBrick apresenta uma origem de
replicacédo diferente, mas todas pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade (Xu
et al., 2012).



DESENVOLVIMENTO TEORICO |28

Esse conjunto de vetores foi originalmente desenvolvido para uso em E. coli,
especificamente para linhagens capazes de expressar a RNA polimerase T7. Durante
recente trabalho concluido (setembro de 2018) por um dos membros do grupo de
pesquisa, foram desenvolvidas as versdes dos plasmideos onde o promotor T7 foi
substituido pelo promotor lacUV5 (da SILVA, et al., 2021), que é um derivado, por
meio de mutacdo, do promotor do operon lac, natural de E. coli possibilitando sua

utilizacdo em qualquer linhagem desta bactéria.

O operon lac codifica enzimas responsaveis pela utilizacdo do acucar lactose,
sendo este o indutor para expressao dos genes do operon. O promotor do operon lac
€ controlado por uma proteina de repressao expressa pelo gene lacl, que se liga na
sequéncia do operador lacO proxima ao promotor, bloqueando a transcricdo pela RNA
polimerase quando ndo h& a presenca do indutor, lactose ou de seu substituto o IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo). Quando na presenca do indutor, este se liga no
repressor, modificando sua conformacéo, de forma que este ndo consegue mais se

ligar na sequéncia do operador (SNYDER et al. 2013).

Este operon é também regulado, além de seu repressor natural, por repressao
catabdlica. Em poucas palavras, esse sistema de repressédo impede a expresséo de
genes relacionados a utilizacdo de lactose como fonte de carbono quando ha outras
melhores fontes disponiveis, como a glicose. Desta maneira, operons controlados por
repressao catabolica necessitam de um fator de transcri¢do (transcriptional activator,
em traducdo direta, ativador transcricional), neste caso a proteina CAP (catabolite
repression protein), regulada por mecanismos de quorum-sensing, e de uma pequena
molécula efetora (responde a estimulos) chamada AMP ciclico (CAMP), com sintese
regulada pela concentracao das fontes de carbono. A ligagdo CAP-cCAMP permite uma
forte ligacdo da enzima RNA polimerase ao promotor lac, permitindo assim a
transcricdo dos genes. No caso da mutacdo do seu promotor lac para o promotor
lacUV5, h4 a alteragéo de dois pares de base na regido de reconhecimento consensus
do promotor, aumentando sua afinidade pela RNA polimerase, reduzindo a
dependéncia pela ativacdo por CAP-cAMP, permitindo assim a inducdo mesmo em

meios mais ricos em outras fontes de carbono (SNYDER et al. 2013).

Destas versfes de plasmideos desenvolvidas com a presenga do promotor
lacUV5, temos os plasmideos denominados pRSM4, pETM7 e pETMS8. O plasmideo
pRSM4 se diferencia dos demais por sua origem de replicacdo (Ori), RSF 1030 (Alto
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namero de cépias — CONRAD; WOLD; CAMPBELL, 1978), enquanto os outros dois
possuem a Ori pBR322/ColE1, e pelo seu marcador de resisténcia, o antibiotico
canamicina, sendo ampicilina para os vetores pETM7/8. Ambas Ori's possuem o
mecanismo de replicacdo Theta (SNYDER et al. 2013), o mais comum das formas de
replicacdo de DNA, e de acordo com CONRAD et al. (1978) possuem muitas
semelhancas entre si no que diz respeito as suas propriedades de replicacdo, sendo
que a Ori RSF 1030 necessita de pelo menos oito proteinas sintetizadas pelo
hospedeiro, uma caracteristica de Ori de baixo espectro de hospedeiros, como
também é o caso da Ori ColE1l (SNYDER et al. 2013). Desta forma, ambas séo

funcionais em células de E. coli e parentes proximos.

O plasmideo pETMS8 se diferencia do pETM7 pela presenca de uma sequéncia
consenso de reconhecimento da proteina CAP, de E. coli, sendo que a proteina CAP
€ analoga a proteina Clp de Xanthomonas. Soby e Daniels (1996), relataram que o
promotor lac se mostrou funcional em Xanthomonas, sendo positivamente ativado
pela proteina Clp. Esta sequéncia consenso de reconhecimento possui maior
afinidade pela proteina CAP do que a sequéncia presente no operon lac ja presente
nos plasmideos (EBRIGHT et al., 1989). Tendo em vista que as enzimas da via da
goma xantana (operon gum) também séo reguladas pela proteina Clp (He et al., 2007),
sistemas baseados no promotor lac se mostram como uma possibilidade para permitir
que a super-expressdo das proteinas UDPG-PP e UDPG-deH siga o ciclo

naturalmente encontrado nas células.

Os plasmideos pETM7 e pETM8 contendo o gene que codifica a proteina
fluorescente mCherry também foram construidos em trabalhos anteriores e usados
aqui como molde para amplificacdo do gene da mCherry. Figuras ilustrativas das
montagens dos plasmideos aqui citados da série ePathBrick vectors estao disponiveis
nos anexos (ANEXOS A, B & C).

pLAC?2

Vetor de amplo espectro de hospedeiros, e com uso comprovado em
Xanthomonas citri subsp. citri, o plasmideo pLAC2 (LACERDA et al.,, 2017) foi
construido pelo grupo do Prof. Henrique Ferreira do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP, Rio Claro), e gentilmente cedido pelo Prof.
Ferreira através da Profa. Maria Teresa M. Novo-Mansur do Departamento de
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Genética e Evolucdo da UFSCar para utilizacdo neste trabalho. Apresenta-se como

alternativa aos plasmideos da plataforma ePathBrick.

Plasmideos devem possuir a capacidade de se replicar de maneira
independente, e para isso eles possuem uma regido chamada de origem de
replicacdo, local onde se inicia a replicacdo. No entanto, as células hospedeiras
devem ser capazes de produzir a grande maioria das proteinas necessarias para que
essa replicagcdo aconteca. No caso de plasmideos de amplo espectro de hospedeiros
(Broad host range) como o pLAC2, todas as proteinas necessarias para iniciar o
processo de replicacdo sao codificadas pelo proprio plasmideo, e desta maneira nao
dependem da célula hospedeira para nenhuma dessas funcées (SNYDER et al.,
2013). Segundo SNYDER et al. (2013), aparentemente as regides de inicializacdo dos
promotores e ribossomos para os genes de replicacdo desses plasmideos séo

evoluidos a ponto de serem reconhecidos por uma larga variedade de bactérias.

A construcdo do plasmideo pLAC2 teve como base o promotor induzido por
arabinose oriundo da série pBAD vectors inserido no plasmideo PBBR1-MCS5, da
série de plasmideos pBBR-MCS (LACERDA et al., 2017), de amplo espectro de
hospedeiros, que de acordo com SNYDER et al. (2013) possui origem de replicacao
com mecanismo por circulo rolante (RC - Rolling-circle). O marcador de resisténcia
desse plasmideo € a gentamicina (LACERDA et al., 2017). O promotor pBAD faz parte
do operon ara de E. coli, sendo este, responsavel pela converséo e utilizacdo do
acucar L-arabinose como fonte de carbono para outras vias metabdlicas e como
indutor para expresséo dos genes em seu promotor. O pBAD é ativado pela proteina
de ativacdo AraC, que se liga na regido de ativacdo, aral, quando na presenca do
indutor, L-arabinose, e é reprimido quando a proteina se liga nos operadores araO: e
araO2 na auséncia do indutor. O ara também é um operon controlado por repressao
catabolica, possuindo uma regido para ligacdo da proteina CAP para a devida

regulagéo, como ocorre no operon lac (SNYDER et al. 2013).

Inicialmente os plasmideos ePathBricks foram utilizados para clonagem dos
genes selecionados para serem superexpressos em bactérias de Xanthomonas, e
acreditava-se naquele momento na funcionalidade desses vetores nesse género de
bactéria, dado que as células de Xanthomonas adquiriram a resisténcia ao antibiotico
Canamicina provinda do vetor pPRSM4 ap0s a transformacgao. No entanto, as células

nao foram capazes de manter a presenca do plasmideo no seu interior, sendo



DESENVOLVIMENTO TEORICO |31

impossivel detecta-lo posteriormente pelos métodos de screening utilizados, como
sera mostrado na secdo de resultados. Por conta deste fator, o pLAC2 foi
positivamente testado (item 5.4 — Secao 5. Resultados e Discusséo), e entdo utilizado
como base para as construgbes dos vetores de expressédo dos genes de interesse

para aumento da producéo da goma xantana.



RESULTADOS E DISCUSSAO |32

4. Material e Métodos

4.1. Microrganismos, meio de cultura e cultivos

Neste trabalho utilizou-se bactérias do género Xanthomonas objetivando seu
aprimoramento na producdo da goma xantana, e a bactéria Escherichia coli para

construcéo dos vetores de expressao.

4.1.1. Escherichia coli

Para os procedimentos de clonagem foi utilizada a linhagem de E. coli DH5a que

possui mutacdes especificas para maximizar sua eficiéncia de transformacédo (CGSC,

[s.d.]).

Os cultivos foram conduzidos utilizando meio Luria-Bertani (LB) para a cultura
de células e placas de Petri contendo LB Agar para o crescimento de col6nias

isoladas. A temperatura para os cultivos foi de 37°C com agitacao de 200 a 230 rpm.

Meios de cultura

O meio Luria-Bertani é composto por triptona 10 g.L, extrato de levedura 5 g.L-
1 e NaCl 5 g.L'L. Para LB Agar, adiciona-se 15 g.L™ de agar bacteriologico. O meio
utilizado para a recuperacdo das células de E. coli DH5a competentes apds o
processo de transformacdo, é chamado SOC e é composto por triptona 20 g.L™?,
extrato de levedura 5 g.Lt, NaCl 5 g.L%, 20 mL de glicose 1M, 5 mL de MgCl2 2M e
ajuste de pH em 7,0 por NaOH 5 M, com glicose e MgCl> sendo adicionados ao
restante da solucao apds autoclavagem e resfriamento até aproximadamente 50°C,
em condigbes estéreis. Ambos 0s meios sdo autoclavados a 121°C pelo tempo

minimo de 15 minutos.

4.1.2. Xanthomonas sp.

A linhagem de Xanthomonas ATCC® 33913™ (X. campestris pv. campestris) foi

adquirida da Fundag&o Andreé Tosello, codigo n°® CCT 5268, e utilizada para a extracao
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do DNA gendmico, expressao das proteinas recombinantes e producdo da goma

Xantana.

Para o cultivo, realizou-se um estudo sobre quais condicbes de cultivo e
componentes de meio de cultura eram mais utilizados de acordo com a literatura
(AMANULLAH; SATTI; NIENOW, 1998; AMANULLAH et al., 1996; BORGES;
VENDRUSCOLO, 2008; DAI et al., 2019; GARCIA-OCHOA et al., 2000; LUVIELMO;
SCAMPARINI, 2009; RAO; SURESH; SURAISHKUMAR, 2003; SAVVIDES et al.,
2012; SRIRAM et al., 1998; SUBHASH et al., 2015; ZHU et al., 2010). A partir das
informacdes levantadas, foram avaliadas condicbes como, temperatura, pH, agitacao
e tempo de cultivo, e as fontes de carbono, nitrogénio e alguns outros sais essenciais

para estabelecimento das condi¢des de cultivo a serem empregadas neste trabalho.

A temperatura 6tima de cultivo esta situada entre 28 a 30°C. O tempo de cultivo
em placa é de aproximadamente 48 horas, ja o pré-indculo € geralmente deixado em
cultivo “overnight” de 8 a 12 horas. Para o indculo, ou cultura em frascos, o tempo
para alcance da fase exponencial varia entre 6 e 8 horas, quando pré-inoculado com
10% do volume, e, aproximadamente, 48 horas de cultivo para atingir todas as fases
de crescimento e morte celular (tempos estimados para cultivos utilizando os meios
SYMP descritos abaixo).

Para os procedimentos de biologia molecular os meios utilizados sdo os mesmos
descritos para E. coli, com tempos entre 7 e 10 horas para atingir densidade 6tica de
0,8 de absorbancia a 600 nm, em volumes variando entre 4 e 10 mL com crescimento

em tubos Falcon.

A fim de obter uma melhor aeracéo requerida pela alta viscosidade atingida pelo
caldo de cultivo devido a presenca da goma xantana, os frascos Erlenmeyer utilizados
possuem aletas que aumentam a turbuléncia do meio melhorando assim a
transferéncia de massa interna e com isso permitindo maior acesso ao oxigénio. Além
disso, os volumes de caldo de cultivo dentro dos recipientes para culturas em Shaker,
como tubos Falcon e frascos Erlenmeyer, ndo ultrapassaram 15% do volume total do

recipiente.
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Meios de cultura

O meio adaptado no qual se chegou apods a avalicdo e estudo dos componentes
mais utilizados para o cultivo de Xanthomonas sp., foi nomeado SYMP, e foi ajustado
para as fases apresentadas na Tabela 1, abaixo:

Tabela 1: Composicdes das variantes do meio de cultura SYMP em g.L 2.

Meios de cultura SYMP

Componentes (g.L?) Placa Pré-inéculo Frasco
Agar 24 - -
Sacarose 20 20 35
Extrato de levedura 5 3 4
Extrato de malte 3 3 4
Peptona 4 3 4
CaCOs3 5 - -
K2HPO4 - - 5,27
KH2PO4 - - 2,81
MgS0O4.7H20 - - 2
NaCl - - 1
Uréia - 0,4 0,4
FeSO4 - - 0,002

Fonte: Autor

Todos os meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. Os componentes
dos meios de Pré-inéculo e Frasco foram autoclavados em duas solu¢fes distintas,
chamadas de parte A e parte B para evitar a formacdo de produtos insollveis e
indesejados: Parte A contendo as fontes de carbono e nitrogénio, magnésio e ureia, e
Parte B contendo a solucédo tampéao fosfato de potassio e demais sais. A Parte A

compreende 65% do volume total da solugéo.

Os valores de pH para os meios foram ajustados para 7,0. Para o Pré-in6culo o
ajuste foi realizado pela adicdo de NaOH 5 M. O pH do meio de Frasco foi ajustado e
mantido através de solucao tampao de fosfato de potassio. O ajuste de pH deste meio
nao foi realizado através de solugbes basicas devido a reacado da hidroxila OH  com o
sal de magnésio, produzindo hidroxido de magnésio, que por sua vez apresenta

baixissima solubilidade em agua.

4.1.3. CONSERVACAO DAS ESTIRPES / ESTOQUE

O meio para conservacéo é composto por solucao glicerol 50% (v/v) e caldo de
cultivo (na fase exponencial de crescimento celular) na proporgéo 3:2 (caldo:glicerol).

Geralmente utilizou-se os volumes de 720 pL de caldo para 480 pL de glicerol.
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Ao final, a conservacdo das células foi feita em ultrafreezer a -80°C e/ou
submersas em nitrogénio liquido. E o estoque de placas com as cepas a serem
trabalhadas foram mantidas a 4°C por no maximo 3 meses, segundo AMANULLAH et
al. (1996).

Antibidticos foram adicionados ao meio contendo células transformadas de
acordo com o marcador de resisténcia presente no vetor de expressao inserido (Ver
Tabela 2). A excecéo fica por conta da resisténcia natural das células de Xanthomonas
para Ampicilina.

Tabela 2: Plasmideos base utilizados e seus respectivos antibioéticos marcadores de resisténcia

Plasmideo Resisténcia Concentragao antibiotico
(ug.mL1)
PETM7/pETM8 Ampicilina 80
pRSM4 Canamicina 50
pLAC?2 Gentamicina 20*/10**
*Meio solido. **Meio liquido Fonte: Autor.

4.2. Construcdo dos vetores, clonagem das ORFs e expressao das

proteinas

4.2.1. CELULAS COMPETENTES

E. coli DH5a

Para o preparo das células utilizou-se o protocolo adaptado de Cloreto de
Rubidio para células competentes. Duas solu¢Bes tampao chamadas de TFB1 e TFB2

foram preparadas com as seguintes composicoes:

- TFB1: RbCl 100 mM, MnCl2.4H20 50 mM, Acetato de Potassio 30 mM, CaClz 10 mM
e glicerol 15%;

- TFB2: CaClz2 75 mM, RbCI 10 mM, MOPS 10 mM e glicerol 15%.

Apés dissolucgéo, as solucdes foram esterilizadas por filtragdo em filtro 0,22 pm,
deixadas para descansar em gelo e armazenadas posteriormente a 4°C por algumas
horas antes do uso. Essas solu¢des néo séo estaveis, por esse motivo ndo devem ser
armazenadas por muito tempo, sendo aconselhavel o uso quase imediato, podendo

armazena-las por um periodo maximo de uma noite. Os volumes preparados das
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solucdes tampéo eram o suficiente para a preparacao de 250 aliquotas de 100 pL de

meio com células competentes.

Para o inicio dos procedimentos foram inoculados 5 mL de meio LB com células
E. coli DH5a (estoque) em tubo Falcon de 50 mL estéril, cultivadas overnight a 37°C
e 200 rpm. Na sequéncia, 3,125 mL do volume de inoculo foram transferidos a 312,5
mL de LB, contendo 20 mM de MgSOa, igualmente distribuidos em dois frascos
Erlenmeyer estéreis de 1000 mL. O cultivo nos frascos seguiu a 37°C e 200 rpm até
que a DO atingisse valores entre 0,4 e 0,6 a 600 nm. Apds isso, os cultivos foram
resfriados em gelo por 30 minutos e em seguida centrifugados a 10000xg por 10
minutos a 4°C, em dois tubos de centrifuga estéreis de 250 mL. O sobrenadante foi
descartado e os pellets (precipitado) ressuspendidos em 125 mL da mesma solucdo
tampdo TFB1, transferindo todas as células para o mesmo tubo de centrifuga. A
solucéo foi entdo mantida em gelo por 5 minutos, e repetiu-se a centrifugacdo desta
vez a 3000xg por 5 minutos a 4°C. Novamente o sobrenadante foi descartado, e o
pellet foi ressuspendido em 25 mL de solucéo tampéao TFB2, sendo mantido em gelo
por 1 hora. Finalmente todo volume foi aliquotado em aliquotas de 100 pL em
eppendorfs estéreis, imediatamente transferidos para congelamento em gelo seco. As

células foram entdo armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

Xanthomonas sp.

Para o preparo das células eletro-competentes de Xanthomonas utilizou-se
como base o protocolo descrito por WANG et. al. (2016). Para o procedimento utilizou-

se solucdo 250 mM de sacarose.

Inicialmente inoculou-se em 10 mL de LB uma unica colénia e o cultivo foi
conduzido a 28°C e 200 rpm por um periodo “overnight” em um tubo Falcon de 50 mL
estéril. A cultura foi entdo distribuida igualmente em 4 tubos Falcon de 15 mL e
centrifugada a 10000 xg por 5 minutos a temperatura ambiente. Os pellets foram
ressuspendidos em 1 mL da solucéo de sacarose e transferidos a eppendorfs de 1,5
mL estéreis. Centrifugacdes e ressuspensdes em 1 mL da soluc¢do de sacarose foram
repetidas trés vezes a 12000xg por 2 minutos em temperatura ambiente. Finalmente
os pellets contidos nos 4 eppendorfs foram ressuspendidos nos mesmos 100 pL da

solucdo de sacarose e transferidos para um unico eppendorf contendo as células
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concentradas. Por udltimo o volume foi aliquotado em 50 pL em 2 eppendorfs e

armazenado em ultrafreezer a -80°C.

4.2.2. TRATAMENTO DE PLASMIDEOS/DNA

Extracéo

Para as extracdes dos plasmideos de suas células hospedeiras, foi utilizado o
kit Wizard® Plus SV minipreps DNA purification system (Promega®) e seguido seu
protocolo padrdo para as etapas de lise celular, lavagem de toxinas e contaminantes
e eluicdo dos plasmideos em agua para biologia molecular (Sigma Aldrich®) na
temperatura aproximada de 50°C, através de colunas de filtragdo, sendo todas as
etapas realizadas através do uso da centrifugacao (Minicentrifuga HERMLE® Z 216
MK®).

Separacdo e purificacdo

As separacgdes das moléculas de DNA foram realizadas através de eletroforese
em gel de agarose 1% por 30 a 45 minutos de 70 a 90 Volts e tendo como marcador
de peso molecular o 1kb Plus DNA Ladder da empresa Cellco ® ou 0 GeneRuler DNA
Ladder Mix da empresa ThermoFisher ®. A purificacdo se deu a partir do uso do kit
Wizard ® SV gel and PCR clean-up system (Promega ®), que permitiu a obtencéo do
DNA de interesse a partir da excisao de sua banda do gel. O protocolo para purificacdo
padrdo presente no kit, assim como o protocolo de extracédo, utiliza-se de colunas de
filtracdo para lavagem e eluicao (H20 Biomol Sigma Aldrich®, a 50°C) através de
centrifugagoes.

Quantificacdo e armazenamento

As concentracdes de DNA obtidas nos procedimentos foram quantificadas
utilizando-se espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific®) e as solu¢cdes

foram armazenadas a -20°C em freezer.
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4.2.3. TRANSFORMACAO DAS CELULAS COMPETENTES

E. coli DH5a

A transformacdo seguiu o protocolo adaptado do livro de SAMBROOK &
RUSSELL (2001).

O vial (eppendorf) contendo 100 uL de células competentes, estocado a -80°C
no ultrafreezer, foi colocado em gelo para o descongelamento das células. Foi
adicionado entdo, em ambiente estéril (Capela de fluxo de ar laminado), pelo menos
50 ng de DNA plasmidial contidos em aproximadamente 1 a 10 pL de solucéo ou
reacao de ligacdo. As células + plasmideos foram entdo incubadas em gelo por 30
minutos antes de receberem o choque térmico, realizado com incubagéo em banho-
maria a 42°C por 45 segundos. Imediatamente apés o choque foram adicionados 250
puL de meio SOC (topico 4.1.1). A etapa seguinte se deu com a incubacédo em shaker

agitado a 200 rpm e a temperatura de 37°C pelo tempo de 1 hora.

Do volume total de 360 pL contidos no vial, 50 pL foram plaqueados em LB Agar
e o antibiético especifico ao gene de resisténcia do vetor inserido. Os 310 L restantes
foram centrifugados a 10000xg por 2 minutos, descartou-se 240 pL do sobrenadante,
e as células foram entdo ressuspendidas no meio restante. 50 pL do meio
ressuspendido também foram plaqueados nas mesmas condi¢des do primeiro volume

plagueado.

Xanthomonas sp.

A preparagdo das células competentes utilizadas nesse processo foi descrita
anteriormente no topico 4.2.1. O procedimento para a transformacéo das células de
Xanthomonas foi baseado nos protocolos descritos por GOTO et al. (2016) e WANG
et. al. (2016).

A transformacdo para essa bactéria foi realizada por eletroporacdo. Os
procedimentos de transformacéo foram conduzidos com 1 vial/eppendorf contendo 50
uL de células competentes, descongeladas em gelo, e com 100 a 200 ng de DNA
(mais comumente 200 ng), nao ultrapassando o limite de 10 pL de solucdo. A eletro-
transformacao foi entdo conduzida em cubetas para eletroporacdo com gap de 0,1 cm
(vao entre os eletrodos) incubadas em gelo, em eletroporador BIO-RAD Gene-Pulser

Xcell™. Foi selecionada a fungao “Exponential Protocol” do eletroporador com um
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pulso configurado para 15 KV/cm, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q. O
pulso foi realizado com menos de 1 minuto apds a mistura das células competentes
com os plasmideos. Apds o pulso, imediatamente foi adicionado 1 mL de meio LB na
cubeta, realizou-se gentilmente a mistura do meio e todo conteudo foi transferido a
um eppendorf de 1,5 mL estéril. As células eletro-transformadas foram entao

incubadas a 28°C em shaker agitado a 200 rpm por 2 horas.

Do volume total de meio com células transformadas, 100 uL foram plaqueados
em LB Agar com o antibiético especifico ao gene de resisténcia do vetor inserido.

4.2.5. CLONAGEM DOS GENES Udg (UDPG-deH) E galU (UDPG-PP)

Os experimentos realizados nesta etapa contaram com a participagéo do aluno
Richard Daniel Cruz durante a pesquisa para seu trabalho de conclusédo de curso
(TCCQ).

O vetor inicialmente selecionado para as clonagens dos genes foi o pPRSM4 da
plataforma ePathBrick vectors. Os plasmideos pETM7 e pETM8 ndo foram
aproveitados para esse fim, pois seu marcador de resisténcia é o antibidtico

Ampicilina, ao qual as células de Xanthomonas séo naturalmente resistentes.

pRSM4 deH & pRSM4 PP

A clonagem dos genes foi realizada no plasmideo pRSM4 pertencente a
plataforma ePathBrick vectors. Inicialmente, os dois genes de interesse foram
amplificados por PCR, a partir do DNA genémico da linhagem Xanthomonas
campestris pv. campestris (ATCC® 33913™), extraido com o kit comercial AxyPrep

Bacterial Genomic DNA Miniprep kit (Axygen ®).

PCR (Polymerase Chain Reaction)

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando protocolo adaptado do Taq High
Fidelity Pol Master Mix (Cellco), com auxilio de um termociclador (Px2 Thermal Cycler,
Thermo Electron Corporation®) nas condi¢cdes descritas na Tabela 3, onde Tmsor
representa a temperatura de melting do primer forward e Tmrv representa a

temperatura de melting do primer reverse.
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Tabela 3: Parametros do termociclador para as reacées de PCR. Tm = temperatura de melting,
for = forward, rev = reverse.

n° de ciclos ' Temperatura (°C) Tempo Etapa

1 95 5 Desnaturacéao
95 15” Desnaturacao

30 (Tmifor + TMrev)/2 - 5 30” Anelamento
72 (1’/Kb) Extensao

1 72 5 Extensao

1 4 0 Resfriamento

Fonte: Autor.

A reacao da PCR foi composta por 25 L de Tag High Fidelity Pol Master Mix 2X
® (Cellco®), 2,5 pyL de solucdo Mix Primer (10 pmol/uL de cada primer),
aproximadamente 50 ng de DNA gendémico (molde), e X pL de agua (Sigma Aldrich®)

suficientes para atingir o total de 50,0 pL de meio reacional.

Os primers necessarios para amplificacbes de genes por PCR foram
desenhados com o auxilio do software SnapGene®, através da ferramenta “Add
Primer” (para clonagens por restricao/ligacdo). As sequencias génicas utilizadas foram
extraidas de bancos de dados como NCBI e EcoCYC. Os primers desenhados foram
avaliados com relacéo a formacéao de hairpins, homodimeros e heterodimeros através
da plataforma Oligo Analyzer da IDT (Integrated DNA Technologies). Os primers

foram sintetizados pela empresa Exxtend Biotecnologia (Sao Paulo — Brasil).

Os primers utilizados possuem sitios de restricdo nas extremidades 5’ a regido
de anelamento, de modo a criar regides complementares entre vetor e inserto. As
sequéncias de cada primer e seus sitios de restricdo estdo apresentadas na Figura 6

abaixo.
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[NdeT|
(A) FEI]
Primer F UDP-deH
CCGTTCGCTGCATGCATGACtcgagtectge
C = a0 &
E‘TACATATGCGAGTTGCGATCTTTGG
Y GGCAAGCGACGTACGTACTGagctcagact
tatacaTATGCGAGTTGCGATCTTTGGTACCGGCT | 445 | . . . &
"—'—'—H—"I—'I v Arg Ser Leu His Ala B
atatgtHT‘ACGCTCAACGCTAGAAACCATGGCCGA
1 ! II i IS I:I II 'u_l II J GCAAGCGACGTHCGTACTGAGCTCAHG
Met Arg Val Ala Ile Phe Gly Thr Gy 1 Primer R (UDP-deH)
(B) EEE] (= TN
| ‘ Kpnl) PaeR7
Primer F (UDP-PF) |

F\GHHGHGTGGTGCCHTGCTTGHGGTACICl::tcga
1 1 1 1 L - ...\ 1

E‘TACATATGAGCAAGCGTATTCGCAAGG' L B B N | LB |
h J

TCTTCTCACCACGGTAC GAACTClEATGggagct

1 1 1 415 1 1 1
I Glu Glu Trp Cys His Ala B

atatacaTATGAGCAAGCGTATTCGCAAGGCCGT
tatatgtATACTCGTTCGCATAAGCGTTCCGGCA
A

1 95 1 1 1 1 1DD 1 1
Met Ser Lys Arg Tle Arg Lys Ala v |CTTCTCACCACGGTACGAACTCCATGE——
Primer R (UDP-PP)

g

Figura 6: Primers para constru¢do dos amplicons dos genes Udg e galU. Imagem A (Udg) — primers
forward (esquerda) e reverse (direita). Imagem B (galU) — primers forward (esquerda) e reverse (direita).
Imagem ilustrativa dos primers anelados as construgdes finais, pPRSm4_deH (imagem A) e pRSm4_PP
(imagem B). Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

Depois de purificado a partir de gel de agarose (procedimento descrito no tépico
4.2.2), o DNA amplificado foi digerido com as enzimas de restricdo adequadas (Ndel
e Kpnl para galU, e Ndel e Xhol para Udg) e ligado no vetor pPRSM4 (Figuras 7 & 8).
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INSERT
FRAGMENT

Ndel (1053) — KpnI (1107) NdelI (5) — KpnlI (986)

Replace ]Insert

 AVFII |NdeI ‘Kpnl

UDP-PP

Amplified UDP-PP
990 bp

pRSM4
3874 bp

(History Hidden)

Amplify 1 .. 975 using:

PCR | primer F (UDP-PP)
Primer R (UDP-PP)

1 975
Ken
Cloned_pRSm4_(UDP-PP) UDP-PP (CDS)
4801 bp 975 bp

Figura 7: Imagem representativa da clonagem individual do gene galU (UDPG-PP) para montagem do
plasmideo pRSm4_PP. Gene (direita) PCR -> amplicon digestao (Ndel + Kpnl) -> ligacdo no vetor
(pPRSM4) (esquerda) digerido (Ndel + Kpnl) -> pRSM4_PP. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

INSERT

FRAGMENT
6 Ndel (1053) — XhoI (1109) Ndel (5) — XholI (1354)

Replace ]Insert

NdeI XhoI

| |
[ UDPGdeHCDS >

Amplified UDP-deH
1362 bp

3874 bp

(History Hidden)

Amplify 1 .. 1347 using:

PCR | primer F UDP-deH
Primer R (UDP-deH)

1 1347

XhoI

Cloned_pRSm4_(UDP-deH) UDP-deH (CDS)
5167 bp 1347 bp

Figura 8: Imagem representativa da clonagem individual do gene Udg (UDPG-deH) para montagem
do plasmideo pRSm4_deH. Gene (direita) PCR -> amplicon digestao (Ndel + Xhol) -> ligagdo no vetor
(pPRSM4) (esquerda) digerido (Ndel + Xhol) -> pRSM4_deH. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.
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Digestdo e ligacdo enzimatica

As digestbes foram conduzidas utilizando as enzimas de restricdo dos sistemas
Fast Digest (Thermo Scientific ®) e Anza (Thermo Scientific ®, Invitrogen ®). Inserto
e vetor passaram por dupla digestédo, e as reagdes continham 3 pL de Fast Digest
Green Buffer (tampéo) ou 2 uL Anza Red Buffer (tampéo), 1 pL de cada enzima de
restricdo, 500 ng a 1 pg de DNA, e eram completadas até um volume final de 30 pL
com agua. Os recipientes com as reac¢des foram incubados a 37°C pelo periodo de 2
a 4 horas e entéo adicionou-se 5 pL de fosfatase alcalina (Thermo Scientific ®) nas
reacoes de digestdo dos vetores, mantendo a incubacdo por 1 hora adicional, e
realizando a inativagédo, a 65°C por 15 minutos, apos esse periodo. Os produtos de

digestédo foram purificados a partir de gel de agarose como descrito no tépico 4.2.2.

As ligacdes foram entdo realizadas obedecendo a propor¢cao molar de 3:1 de
inserto para vetor, proporcéo essa calculada para a quantidade de 75 ng de vetor. O
calculo leva em consideracao o tamanho de cada molécula de DNA e é realizado com
0 auxilio da calculadora online disponivel em:
<https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation>. As reacdes entdo foram montadas
contendo 4 L de Fast Ligase Buffer (tamp&o) (Thermo Scientific ®), 1 uL da enzima
Fast Ligase (Thermo Scientific ®), 75 ng de vetor, uma quantidade X de inserto (de
acordo com o calculado), e completadas para 20 pL com agua (Sigma Aldrich®). A
incubacgéo das reagdes foi a temperatura ambiente por um periodo “overnight”. Por
fim, aliquotas de 10 pL das reacdes eram utilizados para a transformacéao, processo

descrito no tépico 4.2.3.

Por fim, para as confirmacdes por PCR de colbénia das construcbes pRSm4_deH
e pRSm4_PP, foram desenhados primers (Figura 9) que se anelavam nas

construgcdes com o vetor, e ndo apenas no gene.
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(A) Ndel XhoI

Primer F Intersec/pRSm4-deH ; \ CTGCATGCATGACtcgagtctggtaaagaaa
GTTG s L B o o S

[ctttaagaaggagatatacaTATGCGA
|
aactttaagaaggagatatacaTATGCGAGTTGC

GACGTACGTACTGagctcagaccatttcttt

1 1 1 1 ]-—I_
leu Hi= Ala H Lys Glu
ttgaaattcttcctctatatgtATACGCTCAACG D [ STag
]- 1 1 1
Met Arg Wal Al GTACGTACTGagctcagaccatttq
RBS | I Primer R Intersec/pRSm4-deH
Ndel Kpnl PaeR7I
(B)
Primer F Intersec/pRSM4-PP CATGCTTGAGGTACcctcgagtet

|gaaggagatatacaTATGAGCAAGCG
I GTACGAACTCCATGggagctcaga
aagaaggagatatacaTATGAGCAAGCGT

RN I I —
His Ala E
ttcttcctctatatgtATACTCGTTCGCA >

L 95 ! CGAACTCCATGggagectca
Met Ser Lys Arg 9929 QI
| ]

Primer R Intersec/pRSM4-PP

Figura 9: Primers para confirmacdo por PCR de coldnia dos genes Udg e galU nos plasmideos
pRSmM4_deH (imagem A) e pRSm4_PP (imagem B). Imagem A (Udg) — primers forward (esquerda) e
reverse (direita). Imagem B (galU) — primers forward (esquerda) e reverse (direita). Fonte: Autor, criado
com SnapGene®.

pRSmM4 Operon

Ap0s a clonagem individual dos dois genes, os mesmos foram combinados em
um Unico plasmideo na configuracdo operon (Figura 10), onde a dupla de genes é
precedida pela sequéncia do promotor e seguida por um terminador. Nessa
configuragdo o primeiro gene na ordem tende a ser transcrito em maior niumero de
cOpias do que o gene subsequente devido a eventos de transcricdo incompleta do
operon pela RNA polimerase. Por esse motivo, foi escolhido o plasmideo contendo o
gene galU para ser o vetor a receber o inserto com o gene Udg, colocando a
expressdo da enzima UDPG-PP a frente da enzima UDPG-deH. Essa escolha foi
baseada na ordem de necessidade de cada proteina na via de biossintese dos

mondmeros da goma (tépico 3.2).
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_~ Promotor Vet Terminador
/

Operon — D — D
Pseudo-operon | —ID— D —

Monocistronico | —IID | D —

Figura 10: Diferentes configuragdes possiveis para os genes de interesse na construgao do vetor de
expressdo. Operon: promotor -> gene 1 -> gene 2 -> terminador; Pseudo-operon: promotor -> gene 1 -
> promotor -> gene 2 -> terminador; Monocistrénico: promotor -> gene 1 -> terminador -> promotor ->
gene 2 -> terminador. Fonte: Autor, criado com BioRender.com

Para a montagem dessa configuracdo (Figura 11), o plasmideo doador foi
digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Sall e o fragmento excisado foi purificado
a partir do gel de agarose e ligado no plasmideo receptor previamente digerido com
as enzimas de restricdo Spel (Bcul) e Sall. Foi entdo realizada a transformagéo como
descrita no topico 4.2.3 para células de E. coli DH5a competentes. Para realizagao
dessa clonagem necessitou-se eliminar previamente o segundo sitio de Xbal presente
no pPRSM4, e para isso realizou-se uma mutagénese sitio-dirigida, descrita no proximo

tépico.

pRSm4_PP_deH_Operon
6250 bp

INSERT
FRAGMENT

Replace Insert
Spel (2096) — Sall (2290) Xbal (1013) — Sall (2656)

Cloned_pRSm4_(UDP-PP)_mutXbal °'°“ed—PR5“‘4g§g?h";de”)—"‘ utxbal
4801 bp

Figura 11: Imagem representativa da construgcao do plasmideo pRSm4_Operon. Plasmideo doador
(pPRSmM4_deH) (direita) digestéo (Sall + Xbal) -> inserto Udg -> ligagéo do inserto no vetor (pPRSm4_PP)
digerido (Sall + Spel) (esquerda) -> pRSm4_Operon. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.
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4.2.6. MUTACAO SITIO-DIRIGIDA

A mutacdo de um par de bases dentro de um dos dois sitios de restricdo de Xbal
(Figura 12) presentes no plasmideo pRSM4_deH se fez necesséria para a utilizacéo
do sitio remanescente como ponto Unico de clivagem para retirada do gene Udg
(UDPG-deH), quando este j4 estava clonado no vetor (pRSM4_UDPG-deH),
permitindo assim uma facil purificacdo do DNA a partir do gel de eletroforese, que
passou entdo a apresentar apenas duas bandas distantes ao invés de trés bandas

préximas.

Esta modificacao realizada por mutagénese dirigida utiliza primers referentes a
esse procedimento para amplificar o plasmideo por meio de PCR. Os primers usados
carregam consigo a alteracao de apenas um par de bases comparado a sequéncia de
DNA original. Essa mutacgéo visava a alteracdo da sequéncia do sitio de restricdo da
enzima Xbal, TCTAGA, trocando a base timina (T) central por uma citosina (C) no
primer reverse e a base adenina (A) central por uma guanina (G) no primer forward.
O desenho dos primers, utilizando a ferramenta “Add Primer”, levou em consideragao
o protocolo proposto no QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies). A Figura 13 mostra os primers desenhados, suas sequéncias e a

maneira como se anelam no plasmideo.

Mut Xbal R
Abal \
Mut_Xbal_F —

Cloned_pRSm4_( UDP-deH)
5167 bp

Figura 12: Mapa do plasmideo pRSm4_PP indicando pelos primers a regido que sofreu mutacdo. A
eliminagcdo de um dos sitios de Xbal impede a formacgéo de trés bandas com tamanhos préoximos ao
plasmideo ser digerido com as enzimas Xbal e Sall. Fonte: autor, criado com SnapGene®.
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Mut_xbal F

=
|gaacagctattccgttactct%gatttcagtgcaattta&
icgaacagctattccgttactctagatttcagtgcaatttatctecttc

gcttgtcgataaggcaatgagatctaaagtcacgttaaatagagaag
|

cttgtcgataaggcaatgagat'ctaaagtcacgttaaatagag]
Mut_xbal_R =

Figura 13: Primers para mutagénese sitio-dirigida de um par de bases no plasmideo pRSm4_deH
(Udg). Primer forward (Mut_Xbal_F) e reverse (Mut_Xbal_R). A base ndo-anelada na imagem dos
primers ir4 substituir a base original apés a amplificacéo do plasmideo com os primers. Fonte: Autor,
criado com SnapGene®.

Para determinacdo da composicao da reacao e dos parametros da PCR foram
usados como base o0s protocolos descritos no QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) e no Invitrogen™ Platinum™ Superfi™|| PCR
Master Mix - USER GUIDE. O meio reacional foi constituido de 10 pL de
Platinum™ Superfi™|l PCR Master Mix (ThermoFisher Invitrogen®), 8 pL de H20
(Sigma Aldrich®), 1 yL de solucdo Mix Primer e 1 pL de DNA plasmidial na

concentracdo de 10 ng/uL, totalizando 20 pL de reacéao.

A temperatura de anelamento quando utilizando a Platinum™ Superfi™Il DNA
Polymerase é de 60°C. O tampao de reacgdo contido no PCR Master Mix da enzima
polimerase contém aditivos proprios que estabilizam os primers e auxiliam no
anelamento a esta temperatura, ndo necessitando ajuste desta temperatura para cada
par de primers. Desta forma, os ciclos de temperatura para o termociclador estao
listados, com respectivos tempos, na tabela 4 abaixo:

Tabela 4: Parametros de PCR para mutacao sitio-dirigida. Menor nimero de ciclos na segunda etapa
e temperatura de anelamento fixada pelo tampé&o da polimerase.

n° de ciclos ' Temperatura (°C)
1 95 30” Desnaturacao
95 30” Desnaturacgao
18 60 1 Anelamento
72 3’ (30"/Kb) Extensao
1 72 5 Extenséo
1 4 0 Resfriamento

Fonte: Autor.
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Apoés o término da PCR, foi realizada digestdo com a enzima de restricdo Dpnl
Fast Digest (ThermoFisher Scientific®) com o intuito de clivar e eliminar o DNA molde
metilado pela célula hospedeira, pelo periodo de 1 hora a temperatura de 37°C,
seguido de inativacdo por 15 minutos a 65°C. Realizou-se entdo a transformagéo

segundo descrito no tépico 4.2.3 em células de E. coli DH5a competentes.

4.2.7. CPEC (Circular Polymerase Extension Cloning): CONSTRUCAO DE VETORES
BASEADOS NO PLASMIDEO pLAC2

Apos ser verificado que o plasmideo pRSM4 ndo se mostrou funcional em XCC
(conforme discutido adiante na secdo de resultados), decidiu-se avaliar o uso do
plasmideo pLAC2 (Lacerda et al., 2017) que foi descrito como funcional em X. citri.
Entretanto, para confirmar se o pLAC2 seria funcional também em XCC, foi realizada
a clonagem de um gene repérter que codifica uma proteina rosa fluorescente

(mCherry) neste plasmideo, sendo possivel assim, avaliar sua expressdo em XCC.

Apoés a confirmacdo de seu funcionamento em XCC, foi testada também a
substituicdo do promotor induzido por arabinose presente no pLAC2 pelo promotor
lacUV5 precedido ou ndo por uma sequéncia consenso de reconhecimento da
proteina CAP de E. coli (EBRIGHT et al., 1989). As sequéncias do promotor lacUV5,
da sequéncia CAP e da proteina mCherry foram amplificadas a partir dos plasmideos
PpETM7_mCherry e pETM8 _mCherry disponiveis no laboratério (dados néao
publicados), cujos mapas séo apresentados na Figura 14.
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T7Te terminato: Frag_mCherry_Geral.REV T7Te terminator]  Frag_mCherry _Geral .REV
S-Tag ‘ S-Tag

mi
) Frag_mCherry_arab.FOR <1 termingg, !

lac operator|—-

Frag_mCherry_lac.FOR —_,

lac operator

CAP consensus
mCherry_lac.FOR —

pETM7_mCherry
5963 bp

Figura 14: Mapa dos plasmideos pETM7_mCherry (A) e pETM8_mCherry (B) indicando as regides
para anelamento dos primers utilizados na reacdo de CPEC. Amplificadas duas regifes a partir do
PETM7_mCherry (LacUV5 + RBS + mCherry + terminador & RBS + mCherry + terminador) e uma
regido a partir do pETM8_mCherry (CAP consensus + LacUV5 + RBS + mCherry + terminador) para
trés constru¢des com base no plasmideo pLAC2.

Os procedimentos e parametros para realizacdo da CPEC seguiram como base
o protocolo padrdo do método, dado por QUAN & TIAN (2011), com algumas
adaptacdes referentes ao protocolo de wuso da enzima polimerase
Invitrogen™Platinum™ Superfi™/l PCR Master Mix - USER GUIDE.

O método foi entdo dividido em duas etapas, onde a primeira compreendeu o
desenho dos primers e a reacdo de PCR para amplificacdo dos vetores e insertos. E
a segunda etapa tratou da purificacdo dos moldes de DNA plasmidial a partir do gel
de agarose, realizada como descrito no topico 4.2.2, e a reacado de PCR responsavel
por unir os moldes de DNA e amplificar o plasmideo completo.

Os primers empregados nesse procedimento possuem regidbes de
complementariedade entre as orientacdes reverse do vetor e forward do molde e vice-
versa. A utilidade desses primers foi a criacédo de regides coesivas nas extremidades
do vetor e do inserto, de forma a tornar possivel o seu anelamento durante o processo
de PCR. Os desenhos dos primers realizados com ajuda da ferramenta “Gibson
Assembly”, levaram em consideracdo os parametros presentes no protocolo descrito
por QUAN & TIAN (2011).
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Nessa primeira etapa, as reacdes para PCR foram montadas contendo 25 L de
Platinum™ Superfi™|l PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific®), 2,5 puL de solucéo
Mix Primer, 1 uL de DNA plasmidial (molde) na concentracéo de 10 ng/uL e 21,5 pL
de H20 (Sigma Aldrich®), totalizando 50 pL de reagdo. Os parametros para o
termociclador estdo descritos na Tabela 5 abaixo. Para esta etapa seguiu-se o
protocolo “2-Step” da polimerase para primers com tamanhos maiores de 30

nucleotideos, evitando formacgéo de estruturas secundérias e otimizando a reacéo.

Tabela 5: ParAmetros da reacdo de PCR para amplificacéo dos fragmentos para CPEC. Primers com
temperaturas de anelamento préximas as temperaturas de extensao, utilizagdo do protocolo “2-step”
da polimerase.

n° de ciclos ' Temperatura (°C) Tempo Etapa
1 98 307 Desnaturacéao
30 98 10” Desnaturacao
72 (30”/Kb) Anela. & Extensao
1 72 5 Extenséo
1 4 o0 Resfriamento

Fonte: Autor.

Apos a amplificacdo dos moldes de DNA (Vetores e Insertos), 0s mesmos
passaram por digestdo enzimatica com a enzima de restricdo Dpnl Fast Digest
(ThermoFisher Scientific®), incubados por 1 hora a 37°C, seguido de inativacédo a
65°C por 15 minutos.

Entrando na segunda etapa, os amplicons passaram por eletroforese para
separacao em gel, foram extraidos e purificados, seguindo o protocolo do tépico 4.2.2
como anteriormente citado. A reacdo de PCR para a juncdo das partes e montagem
dos plasmideos foi conduzida para 200 ng de vetor, e quantidade de inserto na
proporcao molar de 2:1 de inserto para vetor, calculada através da calculadora online

disponivel em <https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation>.

A reagao de CPEC foi entdo montada contendo em um volume total de 20 pL,
10 pL de Platinum™ Superfi™ll PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific®), 200 ng
de vetor, quantidade X de inserto calculada, e uma quantidade Y de H20 (Sigma

Aldrich®) suficiente para completar o volume total da reacgéo.

Os parametros para o termociclador levaram em conta a temperatura de
anelamento pedida pela Platinum™ Superfi™|| DNA Polymerase, assim como descrito
no topico anterior (4.2.6) para mutagénese sitio-dirigida, e estéo listados na Tabela 6

abaixo:
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Tabela 6: Parametros da reacdo de CPEC para reacdo de clonagem.

n° de ciclos ' Temperatura (°C)
1 98 307 Desnaturacéao
98 10” Desnaturacao
15 60 30” Anelamento
72 (30”/Kb) Extensao
1 72 5 Extensao
1 4 0 Resfriamento

Fonte: Autor.
Finalizada a reacdo de montagem e amplificacéo, foi realizado o processo de

transformacao como descrito no tépico 4.2.3 em células E. coli DH5a competentes.

pLACR1 mCherry(Pgap), pLLUR1 mCherry(Piac) €
pLLUR2 mCherry(PLac+CAP)

A reacdo da CPEC foi utilizada com o intuito de realizar a subclonagem dos
genes contidos nos plasmideos da plataforma ePathBrick vectors (b ETM-mCherry e
pETM8_mCherry) para o plasmideo de amplo espectro de hospedeiros pLAC2.

O primeiro passo nesse sentido foi dado realizando a transferéncia das
sequéncias relacionadas ao promotor LacUV5 e a sequéncia consenso de
reconhecimento da proteina CAP para o pLAC2, substituindo o seu promotor, Psap,
produzindo assim os plasmideos chamados pLLUR1 e pLLUR2, onde o plasmideo
pLLUR1 contém apenas a sequéncia do promotor LacUV5 e o plasmideo pLLUR2
recebeu além do promotor a sequéncia para a CAP. Essas sequéncias foram
subclonadas em concomitante com a proteina fluorescente mCherry, que foi também
subclonada para o plasmideo pLAC2. O objetivo da clonagem do gene dessa proteina
foi de possuir um marcador quantitativo de forca de expressao para cada um dos trés

sistemas de expressao génica, para fins comparativos.

Para a realizacdo das construcdes foram sintetizados seis primers, dos quais,
dois (chamados “gerais”) puderam ser aproveitados nas trés construcdes. Seriam
eles, o primer forward do vetor (Vector_mCherry_Geral.FOR) pLAC2 e o primer

reverse do fragmento/inserto (Frag_mCherry_Geral.REV) mostrados na Figura 15.
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Vector_mCherry_Geral.FOR
[ggcgaatgggGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACT

lagtcgactatatccggattggocgaatgyggGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCT)

:tcagctgatataggcctaaccgcttacccCGAGTGACGGGCGAAAGGTCAGCCCTTTGGAY

cagctgatataggcctaaccgocttacccCGAGTGACGGE
Frag_mCherry_Geral.REY

Figura 15: Primers para CPEC de uso geral para as construgbes pLACR1 mCherry,
pLLUR1_mCherry, pLLUR2_mCherry. Primer forward para vetor (Vector_mCherry_Geral.FOR) e
reverse para inserto (Frag_mCherry_Geral.REV), ambos possuem regides complementares que se
anelam na construcao final (representada na imagem). Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

A Figura 16 ilustra as regifes amplificadas dos moldes de DNA do vetor e inserto
para a construcdo do pLACR1_mCherry, e as regides aneladas formando o plasmideo
final. Para este caso, os primers forward para o fragmento (Frag_mCherry_arab.FOR)
e reverse para o vetor (Vector_mCherry_arab.REV) sdo especificos para esta
construcdo e estdo apresentados na Figura 17, pLACR1_mCherry. A nomenclatura
“arab” em seus nomes é em referéncia ao promotor Psap, induzivel por arabinose,

presente no vetor de destino.

1 D 1030
T7Te terminator Wector_mCherry_Geral. FOR (1 .. a0) | T7Te terminator 4 S TE
STag . I‘I Frag mCherry Geral.REY (8840 .. 21} S-Tag  rnB T1 terminator |E> l:. 1 -:
A Vo Pc promoter | pBBR1 oriV | araC
\ | Fragment GmR pBBR1 Rep M13 fwd araBAD promoter
\ 1030 bp

: Linearized Vector
! 5883 bp

Amplify 4989 .. 27 using:

YOI
watar  Pe m—ui/n PCR Fragment.FOR
Fiuh Ofg, G 2 . .
& " RN, Fragment.REV Amplify 1691 .. 8 using:
G & |
& -4 PCR |vectorFOR

{5835 .. 5883) Vectar_mCherry_arab REV
(5849 .. 5901) Frag_mCherry_arab FOR

Vector.REV

pLACR1_mCherry
6857 bp

P
(M13 fwd

pETM7_mCherry pLac2
5963 bp 7537 bp

Figura 16: Imagem representativa das regibes amplificadas de vetor e inserto para construcéo via
CPEC do plasmideo pLACR1_mCherry. Amplificagcdo por PCR dos fragmentos de vetor e inserto
(direita) -> purificacdo + CPEC -> pLACR1_mCherry. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.
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Frag_mCherry_arab.FOR
AGCAGGAGGAATTCACCcatatggtttcaaaaggcgaagaagacaacatggecg

GGCAAAAAAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGGgtataccaaagttttccgettecttctgttgtaccget

]- 1 1 1 5 1 1 1 1 ID 1
Met wal Ser Lys Gly Glu Glu Asp fA=zn Met Ala I

CCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATTCACCcatatggtttcaaaaggcgaagaagacaacatggcga
1 1 1 1 1 1 1 1

GCAHAAHAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGthataccaaagttttccm
Vector_mCherry_arab.REV

Figura 17: Primers para CPEC de uso na construcdo pLACR1_mCherry. Primer forward para inserto
(Frag_mCherry_arab.FOR) e reverse para vetor (Vetor_mCherry_arab.REV), ambos possuem regides
complementares que se anelam na construgéo final (representada na imagem). Fonte: Autor., criado
com SnapGene®.

Outro ponto importante a se mencionar é que mesmo sendo o interesse desta
construcdo apenas clonar o gene da proteina mCherry no pLAC2, pode-se observar
gue a regido amplificada do vetor da Figura 16 nao inclui a sequéncia entre o promotor
Peap e a regido anterior ao gene de resisténcia a gentamicina. Essa regido foi
intencionalmente removida por conter sequencias genéticas desnecessarias para o
intuito deste trabalho, levando a uma diminuicdo desejavel no tamanho final do

plasmideo de expresséo.

A Figura 18 a seqguir, ilustra as montagens e regides amplificadas para as outras
duas construgbes, pLLUR1 _mCherry e pLLUR2_mCherry. Utilizaram-se aqui o0s
primers chamados “gerais” citados acima, e os primers forward para o fragmento
(Frag_mCherry_lac.FOR) e reverse para o vetor (Vector_ mCherry lac.REV)
especificos para essas montagens, ja que as regidées de anelamento sdo as mesmas.
Novamente, as nomenclaturas “Lac” se referem ao promotor PLacuvs, presente nas

construcdes finais. Os primers e suas sequéncias estao apresentados na Figura 19.
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1 [l D 1235
lac UV5 promoter | | | T7Te terminator
(1..40) Vectar_mCherry_Geral.FOR Frag_mCherry_Geral REV (5630 .. 21} RBS S-Tag B T1 terminator
S5Tag
Y Fragment
i 1235 bp

Amplify 4779 .. 27 using:

PCR Fragment.FOR
Fragment.REV

< aatof C bro,
@ " Orp
‘0@ ee terfinato, Moz,

©

[ i

(lac operatarl._

{4421 . 4458) Vector_mCherry_lac.REV ~
(4434 ., 4459} Frag mCherry lBc.FOR ——

4458

pLLUR1_mCherry
5647 bp

1

D \

Pc promoter GmR  pBBR1 oriV | M13 fwd
pBBR1 Rep

Linearized Vector
4458 bp

- Amplify 1691 .. 6126 using:
PCR | vector.FOR

pETM7_mCherry Vector.REV
5963 bp

1263

1
{1 .. 40y Vector_mCherry_Geral.FOR Frag_mCherry_Geral.REV (5660 .. 21} nmmo —H-l

CAP consensus| | | | T7Te terminator
lac UV5 promoter RBS S-Tag B T1 terminator

STag

Fragment
1263 bp

Amplify 4779 .. 27 using:

PCR Fragment.FOR
Fragment.REV

(lac eperatori.

CAP consensus/ - *ﬁ‘ o
(4421 .. 4458} Vecter mCherry lac.REV — “‘535? & ‘ ?5'-337‘:‘72'7
(4434 ., 4452) Frag_mCherry_lac.FOR @
¢
o pLLUR2_mCherry
ES 5647 bp
e

pETM8_mCherry
5991 bp

Figura 18: Imagem representativa das regides amplificadas de vetor e inserto para as construcdes via
CPEC dos plasmideos pLLUR1_mCherry(A) e pLLUR2_mCherry(B). Amplificagdo por PCR dos
fragmentos de vetor (vetor compartilhado) e inserto (direita) -> purificacdo + CPEC -> pLLUR1_mCherry

+ pLLUR2_mCherry. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.
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Frag_mCherry_lac.FOR
|AGTCACGACGTngtgatgtcggcgatataggcgcc

GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTggtgatgtcggecgatataggcgeca

CGETCCCAAAAGGGTCAGTGCTGCAACCcactacagccgctatatccgeoggt

GGTCCCAAAAGGGTCAGTGCTGCAACcactac agccgc|
Vector_mCherry_lac.REV

Figura 19: Primers para CPEC de uso nas constru¢des pLLUR1_mCherry e pLLUR2_mCherry. Primer
forward para inserto (Frag_mCherry_lac.FOR) e reverse para vetor (Vetor_mCherry_lac.REV), ambos
possuem regides complementares que se anelam na construcao final (representada na imagem).
Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

Uma observacdo importante a se fazer foi a ndo inclusdo do gene Lacl,
responsavel pela expressao da proteina Lac repressor que inibi o promotor LacUV5,
nas construcdes dos vetores com base no plasmideo pLAC2, ou seja, dispensando o

uso de IPTG como indutor.

pLACR1 OP

A CPEC foi novamente empregada para a subclonagem dos genes de UDPG-
PP (galU) e UDPG-deH (Udg) previamente combinados na configuracdo de operon
no vetor pRSM4, para o plasmideo pLACR1_mCherry, substituindo o gene de
expressao da proteina mCherry, e aproveitando o fato de que esse vetor ja ndo possui
algumas sequéncias do plasmideo original pLAC2 que nao sdo necessarias para a
aplicacao de interesse neste trabalho (conforme descrito no item anterior). A Figura
20 ilustra a construcdo em seu estado final, e a regido de anelamento dos primers. O

objetivo dessa clonagem esté relacionado com os resultados descritos no tépico 5.



RESULTADOS E DISCUSSAO |56

(8543 .. 4) Mector_pl AC2_mCherry_Arah FOR Irraqment_pRSmd_Operon,RF\I (8575 .. 4) 5913

1
T7Te terminator Vo 1 2723 | D l:. I‘:}‘
.
STag \ (TP (>[I ecpromoter | pBBRL oriv | | araC | mChery

| UDPG-deH CDS |T7Te terminator GMR pBBR1 Rep M13 fwd araBAD promoter

S-Tag rnB T1 terminator
Linearized Vector
Fragment 5913 bp
2723 bp

Amplify 6830 .. 5871 using:
Amplify 1052 .. 3744 using:  PCR |vector.FOR
PCR Fragment.FOR Vector.REV
Fragment.REV

RES-_

(5836 .. 5885) Vector pLAC2 mCherry_Arab REV -
(5852 .. 5833) Fragment pRSmM Operon.FOR

o
A

SK primer]
T7 promater] M13 fid}

pLACR1_OP Sall PLACR1_mCherry
8570 bp 6857 bp

pRSm4_PP_deH_Operon
6250 bp

Figura 20: Mapa do plasmideo pLACR1_OP, e das regides amplificadas de vetor e inserto.
Amplificacdo por PCR dos fragmentos de vetor e inserto (direita) -> purificagdo + CPEC -> pLACR1_OP
(pLAC2_Operon_Arabnose). Fonte: autor criado com SnapGene®.

Foi necessario o desenho de quatro primers para essa construcao: os primers
forward (Fragment_pRSm4_Operon.FOR) e reverse
(Fragment_pRSm4_Operon.REV) para o fragmento, e os primers forward
(Vector_pLAC2_Arab.FOR) e reverse (Vector_pLAC2_Arab.REV) para o vetor, cujas

sequéncias podem ser conferidas na figura 21.
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A Fragment_pRSmd_Operon.FOR
AGGAGGAATTCACCCcatATGAGCAAGCGTATTCGCAAGGCCG
CGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATTCACCCcatATGAGCAAGCGTATTCGCAAGGCCGT

GCAAAAAAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGGQtaTACTCGTTCGCATAAGCGTTCCGGCA

1 95 1 1 1 1 ]-DD 1 1
Met Ser Lys Arg lle Arg Lys Ala Vva

iter

1
Met Ser Lys Arg Ile Arg Lys Ala Va

Vector_plLAC2_Arab.REV

B Vector_plLAC2_ Arab.FOR
|gaaaggaggagtcgactatatccggattggcg

tgcgtttataGeotagcgaaaggaggagtcgactatatccggattggecga

CAAAAAAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGGgELAaTACTCGTTCGCATAAG CI

acgcaaatatCgatcgctttcctcctcagctgatataggcctaaccget

— 1

nator

%faatat(]gatcgctttcctcctcagctgatataggcctaaccgcl

Fragment_pR5m4d_COperon.REV

Figura 21: Primers de CPEC para constru¢cdo do plasmideo pLACR1 _OP. Para o inserto
(Fragment_pRSm4_Operon.FOR) e vetor (Vector_pLAC2_Arab.REV) no anelamento da extremidade
de inicio de leitura (imagem A) e para inserto (Fragment pRSm4 Operon.REV) e vetor
(Vector_pLAC2_Arab.FOR) no anelamento da extremidade oposta (imagem B). Representacdo dos
primers na construcéo final. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

pLACR1 PP

Aproveitando-se dos primers utilizados na construcdo do vetor pLACR1_OP,
realizou-se a construcao do vetor pLACR1_PP com a subclonagem do gene galU.
Isso foi possivel pois as regides de anelamento no plasmideo pRSM4_Operon dos
primers da CEPEC de construcao do vetor pLACR1_OP sdo as mesmas do plasmideo
pRSmM4_ PP, extraindo apenas o gene galU. Explicando melhor, a construcédo Operon
inicia-se com o gene galU, podendo-se entdo aproveitar os primers desta extremidade
para a construcao, e os primers da outra extremidade montam a regido a frente dos
genes. Desta maneira, os primers da extremidade terminal dos fragmentos foram
também aproveitados na construcdo do vetor pLACR1_deH, como ser& descrito logo

a frente.

Abaixo entdo encontra-se na figura 22 a imagem esquematica da construcao do
plasmideo pLACR1_PP.
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pLACR1_PP
7121 bp

Amplify 1052 .. 2295 using:

Amplify 6830 .. 5871 using: PCR | Fragment_pRSm4_0Operon.FOR

(5836 .. 5885) Vector_pLACZ2_mCherry_arab.REV
(5852 . 5693) Fragment_pRSm4_Operan.FOR —

PCR | vecto r_pLAC2_mCherry_Arab.FOR Fragment_pRSm4_Qperon.REV
Vector_pLAC2_mCherry_Arab.REV

N
ey

afaBAD Promy,

—
[

M13 fwd

Cloned_pRSm4_(UDP-PP)_mutXbal

pLACR1_mCherry 4801 bp

6857 bp

Figura 22: Mapa do plasmideo pLACR1_PP, e das regides amplificadas de vetor e inserto.
Amplificacdo por PCR dos fragmentos de vetor e inserto (direita) -> purificacdo + CPEC -> pLACR1_PP
(pLAC2_PP). Fonte: autor, criado com SnapGene®.

pLACR1 deH

Para construcéo desse vetor via CEPEC, pode-se aproveitar os primers reverse
do fragmento Fragment pPRSm4_Operon.REV e forward do  vetor
Vector_pLAC2_mCherry_Arab.FOR. Ambos sdo complementares e montam a
extremidade terminal do fragmento clonado, fora da regido do gene Udg. Os primers
para 0o anelamento da extremidade inicial do fragmento no vetor foram construidos
com base no inicio da regido do gene Udg. Esses primers precisam ser desenhados
de acordo com o inicio do gene a ser inserido devido a proximidade com o promotor
Peap, de modo a respeitar a distancia entre promotor e gene. Os primers construidos
foram: Reverse do vetor (Vector_ pLAC2_Mc_Arab_deH.REV) e forward do fragmento
(Fragment_pRSm4_deH_pLAC2.FOR) (Figura 23).
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Fragment_pRSm4_deH_plLAC2.FOR
ICAGGAGGAATTCACCcaTATGCGAGTTGCGATCTTTGGTACCGG
CGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAATTCACCCATATGCGAGTTGCGATCTTTGGTACCGG!

SCAAAAAAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGGQEATACGCTCAACGCTAGAAACCATGGECT

1 1 1 1 5 1 1 1 1
Met Arg Val Ala Ile Phe Gly Thr Gly

er

i
Met Arg Val Ala Ile Phe Gly Thr Gly

mCherry
CAAAAAAACCCGATCGTCCTCCTTAAGTGGEATACGCTCAACGE

Vector_pLAC2_mC_Arab_deH.REV

Figura 23: Primers para CPEC usados na constru¢cdo pLACR1_deH. Primer forward para inserto
(Fragment_pRSm4_deH_pLAC2.FOR) e reverse para vetor (Vetor pLAC2_mC_Arab.REV), ambos
possuem regides complementares que se anelam na construcdo final (representada na imagem).
Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

Abaixo na Figura 24 temos a imagem esquematica da construcdo do plasmideo

pLACR1_deH:
(7460 .. 4) Vector_plLAC2_mCherry_Arab.FOR Fragment,pRSthODeron‘RéV 7445 .. 4) 5908 1 1641
T7Te terminator I ) |4l [USFEEEHEEsI (]
Pc precmoter | pBBR1 oriV | | araC | mCherry | | T7Te terminator
GmR pBBR1 Rep M13 fwd araBAD promoter S-Tag rrnB T1 terminator
Linearized Vector Fragment
5908 bases 1641 bases
Amplify 6830 .. 5871 using: Amplify 1052 .. 2661 usin
PCR |vectorFOR PCR Fragment.FOR
(5836 .. 5880) Vector_pLACZ2_mC_Arab_deH.REV - VectorREV Frag ment.REV
(5851 .. 5894) Fragment_pRSm4_deH_pLAC2.FOR

SK érimer
PLACR1_mCherry Cloned_pRSm4_(UDP-deH)_mutXbal
6857 bp 5167 bases

Figura 24: Mapa do plasmideo pLACR1_deH, e das regibes amplificadas de vetor e inserto.
Amplificacdo por PCR dos fragmentos de vetor e inserto (direita) -> purificagdo + CPEC ->
pLACR1_deH (pLAC2_deH). Fonte: autor criado com SnapGene®.
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4.2.8. RESUMO DAS CONSTRUCOES

A Tabela 7 a seguir apresenta todas os vetores e construcdes de vetores
utilizados nesse trabalho, detalhando suas principais caracteristicas para melhor

visualizagdo e comparagao entre eles.

Tabela 7: Vetores de expressao e suas principais caracteristicas, utilizados nesse trabalho na
busca do melhor vetor para expressao dos genes Udg e galU em bactérias de Xanthomonas
campestris pv. campestris.

. . Tamanho | Origem de Marcador de . .
Plasmideo | Grupo de origem .~~~ Promotor . .~__._| Geneinserido
b replicacéo Resisténcia

pETM7_MC 5963

PETM8_MC  ePathBrick 5991 COEL  p s  Ampicilina  mChery
pRSM4 3874 RSF 1030 Canamicina
pLAC2 pBAD/pBBR-MCS 7537 pBBR1 Psab Gentamicina )
pRSM4_PP 4801 galu
pRSM4_deH ePathBrick 5167 RSF 1030 PLAc Lvs Canamicina Udg
pRSM4_OP 6250 = Udg+galU
PLLUR1_MC nAD/pBBR-MCS/ 9647
pLLUR2_MC ePathBrick 5675 PLac_uvs+cap mCherry
e o e N
ELACRl:PP EEaE e 7121 oo ga%a
pLACR1 deH 7487 Udg

Fonte: Autor.

Em resumo, os plasmideos pETM7, pETM8, pRSM4 e pLAC2 foram utilizados
como base para a construcdes dos vetores pLLURL, pLLUR2 e pLACR1 com ou sem
a presenca dos genes mCherry, galU e Udg. O plasmideo pRSM4 foi utilizado na
clonagem inicial dos genes Udg e galU a partir do genoma de XCC, individualmente e
em conjunto.

As construcdes pLLUR1 _MC, pLLUR2_MC e pLACR1 MC foram montadas
para avalicdo e comparacdo do nivel de expressdo génica com 0s promotores
PLac_uvs, PLac uvs+cap € Peap, respectivamente, através de medida de fluorescéncia,
como previamente mencionado no item 4.2.7 e descrito detalhadamente logo a frente
no item 4.3.1. Por fim, como sera demonstrado na secdo de Resultados e Discusséo,
no item 5.4, o vetor pLACR1 apresentou melhores resultados de expresséao, e foi
utilizado como base dos vetores de expressao dos genes Udg e galU nas células de
XCC, pLACR1_deH, pLACR1_PP e pLACR1_OP.
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4.2.9. SCREENING DE TRANSFORMANTES

Para a confirmacédo de colbnias positivas, ou seja, que receberam o vetor de
expressdo desejado, foram realizados alguns procedimentos. Nos casos onde a
transformacdo era realizada com vetores contendo a proteina mCherry, era
necessario somente a inducdo da expressdo da mesma com a adicdo do reagente
indutor, IPTG 1 mM ou arabinose 3,33 mM, de acordo com o promotor presente no
plasmideo, no meio agar na placa Petri, como descrito no tépico 4.3.1. As coldnias
positivas apresentavam coloracdo rosa. Em casos de duvida, outros procedimentos

de screening eram tomados, como descritos na sequéncia.

Screening por restricao

ApOs extracdo plasmidial, foi possivel por meio da digestdo do DNA extraido
(tépico 4.2.5), com enzimas convenientemente selecionadas, verificar o tamanho das
bandas apresentadas no gel de agarose durante o processo de eletroforese (topico
4.2.2). As colbnias foram consideradas positivas quando o tamanho das bandas no
gel, visualizadas em um transiluminador, correspondiam ao tamanho esperado para o
plasmideo de interesse. Para esse processo de screening, a quantidade de DNA

plasmidial digerida foi de 300 ng.

Screening por PCR de colbnia

Nesse procedimento o screening foi realizado através da reacdo de PCR de
colénia. A reacao foi realizada com 5 puL de GoTag G2 Green Master Mix®
(Promega®), 3,5 pL de agua (Sigma Aldrich®), 0,5 pL de solugdo Mix Primer e 1,0 pL
de coldnia ressuspendida em 10 L de agua (molde).

Os parametros para o termociclador seguiram os descritos no topico 4.2.5, de
acordo com os primers especificos e o tamanho da regido de amplificacdo desejada.
ApoOs o processo, 0 conteudo da reacao foi corrido em gel de eletroforese (tépico
4.2.2). As colbnias eram consideradas positivas quando possivel a visualizagdo da

banda de DNA amplificado desejado com auxilio de um transiluminador.
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4.3. Métodos analiticos

4.3.1. AVALIACAO DOS PLASMIDEOS DE EXPRESSAO

A avaliacdo da funcionalidade dos plasmideos em XCC foi realizada por meio da
expressdo da proteina mCherry clonada nos plasmideos testados. A presenca de
coloragdo rosa ou rosada nas col6nias indicou a insercéo do plasmideo no hospedeiro
e a expressao da proteina recombinante, e a intensidade de fluorescéncia, medida
pela excitacdo a 588 nm e emissdo a 618 nm, conforme descrito por Jones et al.,
(2015), indicou a forca da expressao proporcionada pelo promotor contido no vetor
para transcricdo genética.

Foram testadas neste experimento as construgdes pLACR1_mCherry,
pLLUR1 mCherry e pLLUR2_mCherry. O experimento foi conduzido de acordo com
JONES et al. (2015), com o cultivo de colbnias isoladas inoculadas em 1 mL de meio
LB, com adicdo do antibiético gentamicina na concentracdo de 10 pg/mL, por um
periodo “overnight” de aproximadamente 14 horas, a 30°C e 220 rpm. Apds este
periodo, 100 pL da cultura foram inoculados em 2 mL (diluicdo na propor¢cédo 1:40)
com antibiético na mesma concentracao, e as células foram cultivadas por 3 horas a
30°C e 220 rpm em placas de 48 pocos. Apos isso, foi realizada a inducéo para as
culturas com pLACR1_mCherry com arabinose 3,33 mM (LACERDA et al., 2017), e
para as demais culturas a inducao foi realizada com IPTG 1 mM. Apdés inducéo, as
culturas foram cultivadas por 4 horas, momento da primeira amostragem para leitura
de fluorescéncia, e mantidas em cultivo por mais 16 horas até a segunda amostragem.
Para a amostragem foram retiradas amostras de 200 pL de cada cultura, transferidas
diretamente para placa de 98 pocos (preta com fundo transparente) propria para

realizacdo das medidas de fluorescéncia.

Para os cultivos e medidas de fluorescéncia, foram selecionadas 5 colbnias
isoladas (numeradas de 1 a 5) para cada plasmideo testado. Para os cultivos utilizou-
se uma placa de 48 pocos com capacidade para 4 mL de cultura por pogo. Os cultivos
foram realizados em triplicata para as 3 primeiras col6nias de cada transformacéo, e
duplicata para as colbnias 4 e 5. As colbnias 4 e 5 foram utilizadas apenas para
verificar se a adi¢cdo de IPTG nas células com as constru¢cbes pLLUR1 _mCherry e

pLLUR2_mCherry contendo o promotor LacUV5, mas ndo o gene para repressao
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Lacl, teria algum efeito no nivel de expressdo. Os cultivos das demais colbnias
contendo esse promotor nao sofreram inducgéo por IPTG, pois a expressao da proteina
deveria ser constitutiva devido a auséncia do gene lacl tanto nos plasmideos quanto
no cromossomo das células de XCC. Para a transformacdo com o promotor BAD,
apesar de seguir o mesmo padréo de triplicatas e duplicatas, todos os cultivos foram

igualmente induzidos com arabinose.

Também foram adicionadas a placa culturas de coldnias selvagens de XCC nao
transformadas, tendo papel de negativo. Para o branco foi utilizado o meio de cultura

nao inoculado. A Figura 25 abaixo mostra a organizacao dos cultivos das amostras na

placa.
1 2 4 5 7 8
A Col6nia 3 Colbnia 3 Colbnia 3
B Coldnia 4 c/ Col6nia 4 Colénia 4
C ‘:‘U IPTG z c/ IPTG 2
D S Col6nia 5 E Col6nia 5 E .
E 3 c/IPTG 3 c/IPTG 3 Coline 2
F
H - o

XCC_pLLUR1_mCherry XCC_pLLUR2_mCherry XCC_pLACR1_mCherry

Figura 25: Representacao esquematica das posi¢des das coldnias na placa de cultivo. Em preto ndo
ha células, em vermelho células nao transformadas, em branco apenas meio de cultura. Fonte: Autor.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando o equipamento
SpectraMax i3® MiniMax™ Imaging Cytometer (Molecular Devices) com o auxilio do
software SoftMax Pro® no laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar, sob coordenacao da Profa. Dra.

Heloisa Sobreiro Selistre de Aradjo.

4.3.2. CRESCIMENTO CELULAR

A quantificacdo da biomassa da linhagem natural de XCC e das células
recombinantes seguiu um procedimento adaptado ao descrito por SAVVIDES et al.
(2012), que visa separar as ceélulas da goma xantana para correta medicdo da
formacao de biomassa. Para isso, uma amostra de 5 mL de caldo de cultivo foi diluida
8 vezes em solucgéo salina 0,9% (m/v), e em seguida, as células foram coletadas por

meio de centrifugacédo a 16000xg por 20 minutos a 4°C (Centrifuga eppendorf 5810
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R). As células foram entdo lavadas outras duas vezes novamente em solucdo salina
0,9%. Apds a ultima lavagem as células foram ressuspendidas na solucéo e a leitura
da densidade dtica (DO), realizada no comprimento de onda (A) de 600 nm, foi

conduzida em espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Scientific).

Por fim, depois de lavadas, as células foram separadas novamente por
centrifugacéo, e a biomassa teve sua concentracdo determinada pelo método da
massa seca (SUBHASH et al., 2015), submetida a secagem em estufa a 60°C por 72
horas, e pesagem em balanga analitica (BEL Engineering). Os recipientes contendo a
biomassa passaram previamente por secagem e pesagem. A diferenca entre as

massas dos tubos com e sem biomassa nos fornece a massa de biomassa extraida.

Uma curva de calibracao foi construida para a cepa de Xanthomonas campestris
pv. campestris correlacionando os dois métodos analiticos, densidade otica e massa
seca. O experimento contou com dois frascos Erlenmeyer de 1 L com 100 mL de meio
SYMP-Frasco (topico 4.1.2) inoculados com 5 mL de cultivo “overnight” em meio
SYMP-Pré-Inoculo preparado a partir da inoculagcdo de uma colbnia isolada. A cada
amostragem eram retiradas duas amostras de cada frasco, configurando um
experimento em quadruplicata. O cultivo foi conduzido a 28°C e 230 rpm, por 27 horas,

com 8 pontos de amostragem distribuidos de forma homogénea.

4.3.4. PRODUCAO DE GOMA XANTANA

Cultivos

Para cada uma das diferentes ceélulas de XCC, né&o-transformante e
transformantes, foram conduzidos cultivos em triplicata em frascos Erlenmeyer de 1
L. O volume de 150 mL de meio SYMP-Frasco (tépico 4.1.2) foi inoculado, em cada
frasco, com 10 mL de cultivo em meio SYMP-Pré-Indculo na fase exponencial de
crescimento, DOsoo entre 1,1 e 1,3, preparado a partir da inoculacdo de uma colonia
isolada provinda de uma placa com SYMP-Agar. Para o cultivo das linhagens
transformantes, os meios solido e liquido contaram com a presenca de antibiotico

adicionado no momento da inoculagéo.

Para as linhagens transformantes, as indu¢cdes com L-arabinose foram
realizadas com 12 horas de cultivo, quando a DOsoo das células estavam em torno de

5,0. Duas condi¢cbes de concentracdao de indutor foram testadas em cada uma das
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trés linhagens transformantes, 0,005% e 0,05% (m/v) (LACERDA et al., 2017). Para
isso foram realizadas duas rodadas de cultivos, passando entdo os dados a serem
diferenciados pela ordem do cultivo, 1° (indutor 0,005%) ou 2° (indutor 0,05%) cultivos.
A condicao dos cultivos foi a 28°C e 230 rpm, com duracéo de 45 a 48 horas. Onze

pontos de amostragem foram realizados distribuidos durante todo periodo de cultivo.

Extracdo da Goma

A concentracdo de goma xantana produzida ao longo dos cultivos foi medida
pelo método gravimétrico, adaptado dos procedimentos descritos por (SUBHASH et
al. 2015; SAVVIDES et al., 2012). O apéndice A descreve um problema identificado
em uma das etapas do procedimento obtido a partir da literatura consultada, sendo
esta etapa modificada nos procedimentos que seguem abaixo.

O sobrenadante obtido a partir da centrifugacdo para remocéao das células —
descrito no item anterior — recebeu um volume de isopropanol P.A. 99% nas
proporcdes 2:1 e 5:1 (Isopropanol:Sobrenadante), para a precipitacdo da goma. A
proporcao foi alterada de acordo com o0 avango da concentracdo de goma presente
no meio. Para esta variacédo, o volume de amostra retirado passou de 5 mL para 2 mL,

respectivamente.

A mistura foi levada a -20°C em freezer por 20 minutos, e a separa¢ao da goma
xantana foi realizada apds esse periodo por centrifugacdo a 31000xg por 10 minutos
a 0°C (Centrifuga Avanti® J-E Beckman Coulter). O sobrenadante foi descartado e a
goma precipitada foi seca a 55°C por 72 horas. Sua massa foi entdo calculada pela
subtracdo da massa seca do recipiente (Figura 26) a partir da massa total final (goma
+ recipiente) pesada em balanca analitica (BEL Engineering).

Figura 26: Recipientes para medida de massa seca de goma xantana. Imagem A — Recipientes de
metal. Imagem B — Placa petri. A goma era protegida dentro do recipiente por parafiime transparente
perfurado. Fonte: Autor.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Clonagem dos genes Udg e galU

A clonagem dos genes Udg e galU, identificados in silico como de interesse por
se apresentarem como gargalos da via de biossintese dos monémeros da goma
xantana, foi realizada com éxito a partir da cepa de Xanthomonas campetris pv.

campestris.

O processo de amplificacdo das regides por PCR foi bem-sucedido como se
pode ver na Figura 27. Os genes Udg e galU possuem os tamanhos de 1347 bp e
975 bp respectivamente, e as bandas apresentadas corresponderam a esses valores

de acordo com o marcador de peso molecular.

Ladd
aer1

10K —
5K — bt

2 —
W‘n
1K — .
-.. -

galu-1,3 Udg-24

Figura 27: Bandas em gel de agarose apés reacdo de PCR para amplificacdo dos genes galU e Udg
de XCC. Pocos 1 e 3 — DNA amplificado do gene galU (tamanho esperado: 975 bp) (Poco 3 com falha
na amplificacdo), pogos 2 e 4 — DNA amplificado do gene Udg (tamanho esperado: 1347 bp). Poco (-)
— negativo. Fonte: Autor

A Figura 28 é referente ao passo subsequente do procedimento de clonagem
dos genes Udg e galU, e apresenta a imagem do gel de digestdo dos amplicons
(fragmentos amplificados por PCR) e vetores (plasmideos), ambos digeridos com o
mesmo par de enzimas (Fast Digest, Thermo Scientifc®), Ndel e Kpnl para galU, Ndel
e Xhol para Udg. E possivel visualizar com clareza as bandas amplificadas nas alturas
proporcionais ao tamanho de cada fragmento.
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Ladder

galU: Ndel+Kpnl — 1 pRSm4: Ndel+Kpnl — 3
Udg: Ndel+Xhol — 2 pRSmM4: Ndel+Xhol — 4

Figura 28: Bandas em gel de agarose apés digestdo dos genes galU (enzimas Ndel e Kpnl) e Udg
(enzimas Ndel e Xhol), nos pogos 1 e 2, respectivamente, e do vetor pRSM4, pocos 3 (enzimas Ndel
e Kpnl) e 4 (enzimas Ndel e Xhol). Fonte: Autor

ApoOs a etapa de purificacdo das moléculas de DNA a partir do gel, o
procedimento de clonagem se encaminhou para a etapa de ligacdo, seguida de
transformacao em células de E. coli DH5a competentes. Deste modo, a confirmagéao
da transformacao veio por meio de screening por PCR de coldnia, com a imagem do

gel das reacfes estando apresentada nas Figuras 29-A e 29-B.

Na primeira imagem (Figura 29-A) foi possivel confirmar a clonagem do gene
galU na amostra 1. Para as amostras do gene Udg foi observada amplificacéo
inespecifica de algumas bandas além da banda esperada. A reacéo foi repetida e o
resultado positivo foi confirmado para as trés amostras do gene Udg no gel

apresentado na Figura 29-B.
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a.!..-‘m

deH (Udg)-1, 2,3

Figura 29: Bandas em gel de agarose apds amplificacéo por PCR de colbnia dos genes galU (A) e Udg
(B) como método de screening da clonagem individual de cada gene no plasmideo pRSM4. Imagem
A — poco 1: E. coli_pRSM4_PP, banda observada (tamanho esperado: 1004 bp), pocos 2, 3 e 4: E.
coli_pRSM4_deH, bandas inespecificas ndo confirmam amplificacdo do gene, pogo PP+: positivo galU,
pogo deH+: positivo Udg, pogo (-): negativo. Imagem B — pogos 1,2 e 3: E. coli_pRSm4_deH, banda
observada (tamanho esperado: 1384 bp), pogo (-): negativo, pogo deH+: positivo Udg. Fonte: Autor

Esses resultados demonstraram o éxito da clonagem dos genes Udg e galU na

construgdo dos plasmideos pPRSM4_PP e pRSM4_deH.
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5.2. Mutacéao Sitio-Dirigida: eliminacdo de um sitio de Xbal do plasmideo
pRSM4

Apés a clonagem individual dos genes que codificam as proteinas UDPG-PP e
UDPG-deH, o proximo passo consistia em uma construcdo conjunta de ambos. Para
isto, existem trés tipos base de configuracdo, Operon, Pseudo-operon e
Monocistrénico, como ja citado anteriormente no trabalho. Para o primeiro momento,
onde o principal objetivo ndo era a comparagdo entre as diferentes configuragoes,
mas sim a expressao de ambos genes em XCC, optou-se pela configuracdo Operon,
a qual se utiliza de apenas um promotor e um terminador cercando os dois genes, a

cargo da praticidade na montagem.

Considerando o modelo Operon de configuragdo escolhido, decidiu-se pela
ordem galU em primeiro e Udg em segundo, pois a proteina UDPG-PP é utilizada
primeiro na via de biossintese. Nesse sentido, com o intuito de realizar a subclonagem
do gene Udg no plasmideo pRSM4_PP, o plasmideo doador, pPRSM4_deH, precisou
passar por uma mutacdo de um dos sitios de restricdo da enzima Xbal. Mais
especificamente, o sitio anterior a origem de replicacéo, que em ordem de importancia
para esse trabalho, € um sitio dispensavel. Isso porque, para realizar a excisdo do
fragmento contendo o gene, o par de enzimas ideal para esse caso € Xbal e Sall, de
modo a complementar com o vetor a ser cortado com Bcul e Sall, segundo orientagdes
presentes em XU et al. (2012). No entanto, como € perceptivel na imagem do
plasmideo na Figura 30, com dois sitios de clivagem de Xbal, o plasmideo é
praticamente recortado em tamanhos iguais, com diferenca de 100 bp
aproximadamente entre os fragmentos, tornando muito complicada a separagéo dos

mesmos no gel de agarose.
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(4450} Xbal

__-Xbal (1013)

Cloned_pRSm4_(UDP-deH)
5167 bp

(2656) Sall

Figura 30: Mapa do plasmideo pRSM4_deH + sitios de restricdo. Dois sitios da enzima Xbal sé@o
visiveis a uma distancia de aproximadamente um ter¢co do comprimento total do plasmideo. Fonte:
autor. Criado com SnapGene®.

Com base no interesse na montagem de diferentes configuracbes no futuro
proximo, com alteracdo da ordem dos genes, como, por exemplo, a montagem em
configuracdo Operon de modo invertido, inserindo o gene galU no pRSm4-deH,
decidiu-se por realizar a mutagénese nos dois plasmideos contendo 0s genes
individuais.

Realizado o processo de mutagénese sitio-dirigida, segundo descrito no tépico
4.2.6, o resultado foi confirmado por screening através de digestdo enziméatica (tépico
4.2.8), com a propria enzima Xbal (Anza, Thermo Scientific ®, Invitrogen), apds a
extracdo do DNA plasmidial das coldnias transformantes (tépico 4.2.2). Quatro
colonias de cada placa de transformacdo foram selecionadas para realizacdo do
screeening. O resultado esperado de apenas uma banda apresentada na altura de
5Kb, um pouco acima para o pPRSm4_deH e um pouco abaixo para o pRSm4_PP, foi
confirmado através da visualizacdo do gel de eletroforese, apresentado na Figura 31.
E observado claramente que ndo houve formacdo de nenhuma banda extra em
nenhuma das oito amostras analisadas, indicando resultado positivo para a mutagcao

sitio-dirigida no sitio de restricdo para Xbal.
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Ladder 1

pRSm4_deH/PP negativo: Xbal -9, 10

pRSmM4_deH: Xbal-1, 2,3,4 pRSm4_PP: Xbal-5,6,7,8

Figura 31: Bandas em gel de agarose pos-digestdo dos plasmideos pRSM4_deH / PP (enzima Xbal).
Pocos 1 a4 - pPRSM4_deH, banda observada (tamanho esperado: 5167bp), pocos 5 a 8 —- pRSM4_PP,
banda observada (tamanho esperado: 4801bp). Pogco 9: negativo pRSM4_PP, mais de uma banda
observada, poco 10: negativo pRSM4_deH, mais de uma banda observada. Fonte: Autor.

5.3. Subclonagem: montagem da configuracé&o Operon

Com a confirmagéo da clonagem individual dos genes e a mutagénese do vetor
pRSM4, foi possivel partir para a etapa de montagem do vetor de expressao contendo

ambos 0s genes na configuracdo Operon.

Na primeira etapa de digestdo do inserto e vetor esperava-se a extracdo de um
fragmento/inserto do plasmideo doador, pRSM4_deH, contendo o gene para a
proteina UDPG-deH mais a regido contendo o terminador, o que resulta em um
tamanho de 1643 bp, enquanto que para o vetor, pPRSM4_PP, a banda esperada era
de 4607 bp. A imagem do gel para extracdo (Figura 32) dos fragmentos de DNA
digeridos confirmaram a obtencdo das bandas com tamanhos esperados. Deste
modo, apos a purificacdo dos fragmentos segundo o método descrito no tépico 4.2.2,

foram realizadas as etapas de ligacao e transformacao.
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Ladder

pRSmM4_deH: Xbal+Sall - 1
pRSm4 PP: Bcul+Sall - 2

Figura 32: Bandas em gel de agarose pés-digestédo dos plasmideos pRSM4_deH (enzimas Xbal e Sall)
e pRSM4_PP (enzimas Bcul e Sall) para obtencdo de vetor e inserto para montagem do plasmideo
pRSM4_Operon. Pogo 1 — Fragmento para inserto, observado na banda inferior (tamanho esperado:
1643 bp), poco 2 — Fragmento para vetor, banda observada (tamanho esperado: 4607 bp). Fonte: Autor.

O screening de clones positivos, ap0s a transformacéo das células competentes
com o conteudo da reacao de ligacao (topico 4.2.5), se deu por digestdo enzimatica
(tépico 4.2.8) apds a extracdo do DNA plasmidial de quatro coldnias isoladas
crescidas nas placas de transformagéo. As enzimas utilizadas para digestdo foram
Xbal e Bcul (Spel) (Anza, Thermo Scientific®). Esperavam-se duas bandas de
tamanhos 3718 bp e 2532 bp. No gel de digestdo (Figura 33) formaram-se duas
bandas, como esperado, para 0s 4 pocos, todas nas mesmas alturas, confirmando a
construcdo do vetor de expressao contendo os dois genes que codificam as proteinas
de interesse desse trabalho.
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pRSm4_Operon: Xbal+Bcul — 1, 2, 3, 4

Figura 33: Bandas em gel de agarose pés-digestdo do plasmideo pRSm4_Operon (enzimas Xbal e
Bcul) para screening de confirmacdo. Duas bandas observadas com alturas esperadas de 3718 bp e
2532 bp. Fonte: Autor.

5.4. Teste de vetores de expressdao em Xanthomonas campestris pv.

campestris

Apés a transformacao das células de XCC com os plasmideos pRSM4 com
clonagem individual dos genes galU e Udg, o screening foi realizado através de PCR
de colbnia (tépico 4.2.8). Os primers utilizados amplificavam a regido contendo o gene
de interesse anelando-se no plasmideo. Esperavam-se bandas préximas aos
tamanhos dos genes, 1347bp para Udg e 975 bp para galU. Entretanto, nao foi
possivel observar nenhuma banda no gel (Figura 34), apesar do experimento de
transformacao e screening ter sido repetido algumas vezes. A partir desse resultado,
observou-se a impossibilidade da célula hospedeira de manter este vetor de
expressdo, mesmo este plasmideo tendo a origem de replicagdo RSF1030 de alto
namero de copias (CONRAD; WOLD; CAMPBELL, 1979).
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PP (galU)—1a 4 deH (Udg)—5a 8

Figura 34: Imagem do gel de agarose utilizado na amplificacéo falha dos genes galU e Udg, como
método de screening por PCR de col6nia, da transformacéo dos vetores pRSM4_PP e pRSM4_deH
em células de Xanthomonas. Pocgos de 1 a 4 - XCC_pRSM4_PP, nenhuma banda observada, pogos
de 5 a 8 - XCC_pRSM4_deH, nenhuma banda observada, poco (-) — negativo, poc¢o PP+ - positivo
galU, poco deH+ - positivo Udg. Fonte: Autor.

O problema, no entanto, ndo esta no método de transformacéo utilizado, como
foi provado pelo screening, positivo, por digestdo (tépico 4.2.8) da transformacado do
plasmideo de amplo espectro de hospedeiros pLAC2, o qual possui uma origem de
replicacdo reconhecida pela bactéria Xanthomonas citri (Lacerda et al., 2017), e
mecanismos para se manter no hospedeiro. O resultado apresentado na Figura 35
mostra as bandas esperadas de 6064 bp e 1473 bp apés a digestdo do plasmideo

com as enzimas EcoRI e Hindlll.
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pLAC2: EcoRI+Hindlll — 1

Figura 35: Bandas em gel de agarose pos-digestdo de confirmac¢édo do plasmideo pLAC2 (enzimas
EcoRI e Hindlll) extraido de células de XCC transformadas. Duas bandas s@o observadas nos
tamanhos préximos aos esperados de 6064 bp e 1473 bp. Fonte: Autor.

5.5. Montagem por CPEC de vetores de expressao com base no pLAC2

Possuindo um resultado prévio da funcionalidade do plasmideo pLAC2 nas
células de Xanthomonas, os trabalhos se direcionaram a avaliacdo quantitativa da
funcionalidade desse vetor de expressédo baseado no seu sistema de promocéo da
transcricdo génica. Desse modo, objetivou-se a construcao de outros dois vetores de
expressdo para fins comparativos, baseados no plasmideo pLAC2, além da nova
formatacao do plasmideo original com menor tamanho, que foi chamada de pLACRL.
Seriam esses 0s vetores contendo o promotor LacUV5 provindos dos plasmideos
ePathBrick com e sem a sequéncia consenso de reconhecimento da proteina CAP,
cujo efeito na expressao génica em Xanthomonas também é motivo de interesse,
conforme descrito no tépico 4.2.7. O plasmideo com o promotor lacUV5 foi chamado
de pLLUR1, e o plasmideo com a sequéncia CAP + promotor lacUV5 foi chamado de
pLLUR2.

Como mencionado, os plasmideos doadores das sequencias genéticas sao
plasmideos da série ePathBrick vectors, que por sua vez séo oriundos de construgdes
diferentes das de origem do plasmideo pLACZ2, ou seja, encontrar regides com sitios
de restricAo enzimaticos compativeis nem sempre € possivel sem prévias

modificacdes. Mas em contrapartida, existem técnicas reacionais baseadas na DNA
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polimerase que permitem através de regides complementares convenientemente
criadas (primers), inserir e clonar um ou mais fragmentos de DNA em qualquer regido

do vetor, como a técnica denominada CPEC, descrita no topico 4.2.7.

A avaliacdo da expressao génica a partir dos sistemas de promocéo
(promotores), foi realizada a partir de um gene reporter que codifica uma proteina
fluorescente rosa conhecida como mCherry. O gene dessa proteina, assim como o
promotor LacUV5 e a sequéncia CAP ja estavam previamente clonados nos
plasmideos pETM7 e pETMS, os quais foram utilizados como plasmideos doadores

para esse processo.

Os resultados apresentados a seguir sdo referentes as montagens por CPEC
dos vetores baseados no PpLAC2: pLLUR1_mCherry, pLLUR2_mCherry e
pPLACR1_mCherry (topico 4.2.7).

Essa primeira imagem de gel de eletroforese (Figura 36) mostra as bandas
amplificadas por PCR dos fragmentos utilizados como insertos para 0s vetores
pLAC2, a partir dos primers especificos das regides que foram clonadas. No primeiro
e terceiro pocos temos os fragmentos contendo além da proteina mCherry, o promotor
LacUV5, e no poco 1 apenas, esta presente também a sequéncia CAP. No poco 2
temos apenas o gene da mCherry. Desta forma o tamanho esperado dos fragmentos
era 1240 bp para o poco 1, 1002 bp no poco 2, e 1212 bp no poco 3. Visivelmente, as
bandas dos pocos 1 e 3 estdo na mesma altura da banda correspondente a 1,2Kb do
marcador, e a banda proveniente do poco 2 na altura do marcador de 1000 bp.

Ladder

mC_CAP_Lac-1 mC Lac-3
mCherry — 2

Figura 36: Bandas em gel de agarose apés PCR para amplificagdo dos fragmentos de inserto para
reacdo de CPEC das constru¢des pLLUR2_mCherry, pLACR1_mCherry e pLLUR1_mCherry, pocos 1,
2 e 3, respectivamente. Bandas observadas com tamanhos esperados de 1- 1240 bp; 2- 1002 bp; 3-
1212 bp. Fonte: Autor.
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Agora com relacédo aos vetores (Figura 37), o pLAC2 foi amplificado de duas
maneiras diferentes apenas, ja que as construcbes pLLUR1 e pLLURZ2 utilizam a
mesma base de vetor. No primeiro poco, esta presente o vetor molde para as
construcdes que utilizardo o promotor LacUV5 e no segundo esta o vetor molde ainda
com promotor BAD para receber apenas a proteina mCherry. O primeiro possui
tamanho de 4436 bp, e o segundo 5855 bp. No gel é possivel visualizar que a banda
proveniente do segundo poc¢o esti acima da banda do primeiro, e ambos estdo nas
mesmas alturas correspondentes do marcador Ladder.

Ladder

pLAC2 s/ Peap—1 pLAC2 ¢/ Peap — 2
Figura 37: Bandas em gel de agarose ap0s PCR para amplificacdo dos fragmentos de vetor para
reacdo de CPEC da constru¢do pLLUR2_mCherry; pLACR1_mCherry e pLLUR1_mCherry. Poco 1 —
Vetor pLLUR, tamanho esperado da banda observada: 4436bp, poco 2 — Vetor pLACR1, tamanho
esperado da banda observada: 5855bp. Fonte: Autor.

Com os vetores e insertos devidamente amplificados, os resultados da reacéo
da CPEC e da subsequente transformacéo foram verificados pelo screening baseado
na coloracdo proporcionada pela proteina mCherry, sob devida inducdo dos
promotores, como indicado nos topicos 4.2.8 ou 4.3.1.

As imagens abaixo (Figura 38) mostram a tonalidade levemente rosa adquirida
pelas células de E. coli DH5a transformadas com as constru¢gées pLACR1_mCherry,
pLLUR1 mCherry e pLLUR2_mCherry, repicadas em meio com a presenca de
arabinose, placa da imagem a esquerda, e IPTG, placa da imagem a direita,

confirmando como positivas para presenca do plasmideo.
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Figura 38: Imagens das placas de transformacao de E. coli DH5a. (A) placa com arabinose e plasmideo
pLACR1_mCherry, (B) placa com IPTG e plasmideos pLLUR1_mCherry e pLLUR2_mCherry.
Tonalidade rosa confirma transformacéo positiva com vetores contendo gene da proteina mCherry.
Fonte: Autor.

5.5.1. AVALIACAO DE EXPRESSAO DOS VETORES pLLUR1, pLLUR2 e pLACR1

EM Xanthomonas campestris pv. campestris

Os dados experimentais do teste de fluorescéncia realizado para as células de
XCC transformadas com os vetores de expressdo contendo mCherry estéo
apresentados na Figura 39. Nela podemos ver as médias de expressao das triplicatas
e duplicatas de cada colénia (imagens A e B), enumeradas de 1 a 5 e representadas

por uma cor especifica, assim como a média geral (imagens C e D), em preto.

Comparando os valores de média de fluorescéncia entre os vetores, fica clara a
grande vantagem apresentada pelo pLACR1_mCherry com promotor BAD induzido
por arabinose, que apresentou dez vezes mais expressao do que o segundo melhor
vetor, no caso, pLLUR1 _mCherry. Em contrapartida o vetor pLLUR2_mCherry
apresentou no primeiro momento cerca de sessenta vezes menos expressao de
fluorescéncia do que o pLLUR1_mCherry, passando para mais de 120 vezes menos

na segunda leitura.

O tempo de diferenga entre os dados das imagens A e C (12 leitura) para as
imagens B e D (22 leitura) é de 16 horas, e podemos perceber que a construcao
pLLURZ2 obteve um aumento leve na expressao da proteina entre as duas leituras,
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enquanto que as demais construcdes, pLLUR1 e pLACR1, tiveram um aumento de

duas vezes na quantidade expressa nesse periodo.

E também interessante observar que apesar das variagdes apresentadas por
cada uma das coldnias, os valores obtidos permaneceram sempre proximos para as

mesmas condicdes, o que revela confiabilidade dos dados obtidos.
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Figura 39: Gréficos de coluna mostrando dados meédios de fluorescéncia normalizados pela
concentracao celular (ODeoo) para os plasmideos testados. (A) Médias por colénia em t = 7h; (B) Médias
por coldnia em t = 23h; (C) Média total em t = 7h; (D) Média total em t = 23h. Diferenca na casa de 10
vezes entre o melhor resultado de inducgéo e o segundo melhor. Fonte: Autor.
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Os resultados séo intrigantes com relacdo ao desempenho muito inferior
apresentado pela construcdo pLLUR2_mCherry quando comparado com 0S outros
dois vetores. Uma possibilidade para explicar essa observacdo poderia ser a presenca
de algum processo regulatério de represséao forte a expressao, causado pela proteina
Clp ou por outra proteina desconhecida presente nas células, que pode ter

reconhecido a sequéncia consenso adicionada antes do promotor.

Outra conclusdo positiva que podemos retirar desse experimento esta na
reconfirmagdo da funcionalidade desse vetor, e efetividade da sua origem de
replicacdo nas células de Xanthomonas, desta vez demonstradas através da
expressdo de um gene reporter em XCC. Além disso, observou-se que a expressao
nos plasmideos pLLUR ocorreu de forma semelhante com ou sem IPTG, conforme

esperado.

5.6. Montagem dos vetores de expressdao pLACR1 OP, pLACR1 PP e
pLACR1 deH

Uma vez sabendo da funcionalidade do vetor, e conhecendo qual sistema de
promocao génica melhor funciona para a XCC, p6de-se entéo realizar a clonagem dos
genes de interesse, galU (UDPG-PP) e Udg (UDPG-deH), no vetor de expressao
pLACR1_mCherry, selecionado a partir dos seus resultados para ser o vetor base

para expressao de proteinas nessa bactéria.

5.6.1. CONSTRUCAO pLACR1_OP

Novamente utilizando a CPEC (topico 4.2.7) para realizar a subclonagem de
genes oriundos de plasmideos da plataforma ePathBricks, obteve-se as bandas no
gel de eletroforese, provenientes da amplificagéo via PCR do inserto e do vetor. Os
tamanhos esperados eram para o fragmento de inserto, 2723 bp, e 5913 bp para o

fragmento do vetor (Figura 40).
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Ladder

bLLACR1 (PsaD) — 2
Figura 40: Bandas em gel de agarose apds PCR para amplificacdo dos fragmentos de inserto e vetor
para reacdo de CPEC da construcdo pLACR1_OP. Poco 1 — Fragmento inserto Operon, tamanho
esperado da banda observada: 2723bp, poco 2 — Fragmento vetor pLACR1, tamanho esperado da
banda observada: 5913bp. Fonte: Autor.

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos, foram realizados os procedimentos de
purificacdo de DNA a partir do gel, reacdo de CPEC, transformacdo em células de E.
coli DH5qa, aparecimento de coldnias nas placas de transformacdo com antibiotico
especifico, e entdo extracdo do plasmideo. Duas amostras extraidas passaram por
screening por digestdo enzimatica utilizando as enzimas Sall e EcoRI. Os tamanhos
de bandas esperados eram de 5874 bp e 2696 bp. Pela imagem disposta na Figura
41 é possivel visualizar as bandas esperadas, confirmando a construcao do plasmideo
chamado entdo pLACR1_OP.
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Ladder

5K —
3K—

pLACR1_OP: Sall + EcoRI-1, 2

Figura 41: Bandas em gel de agarose poés-digestdo (enzimas Sall e EcoRIl) de confirmagédo da
construgdo pLACR1_OP apés transformagdo em E.coli. Conteldo dos pocos — pLACR1_OP
(duplicata). Tamanhos esperados das bandas observadas: 5874bp e 2696bp. Fonte: Autor

O plasmideo contendo os dois genes foi transformado em células de XCC, e o
screening foi realizado por PCR, utilizando os mesmos primers de amplificacdo do
inserto. Quatro clones foram analisados por PCR de coldnia, imagem A (Figura 42), e
PCR a partir do plasmideo purificado, imagem B. O tamanho esperado do fragmento
de DNA é o mesmo de quando foi extraido do pRSM4, 2723 bp. Para todas reacdes
de PCR, das quatro col6nias, foram observadas bandas amplificadas proximas, um
pouco abaixo, das bandas de 3 Kb do marcador Ladder, demonstrando entdo o

resultado positivo da construcdo do plasmideo pLACR1_OP.
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Figura 42: Bandas em gel de agarose apds PCR para confirmacdo de transformacdo da construcdo
pLACR1_OP em Xanthomonas. (A) PCR de coldnia. Pogos 1, 2, 3 e 4 — XCC_pLACR1_OP, tamanho
esperado da banda observada: 2723bp; (B) PCR a partir do plasmideo extraido. Pocos 1, 2, 3 e 4 —
pLACR1_OP, tamanho esperado da banda observada: 2723bp. Fonte: Autor.

5.6.2. CONSTRUCAO PLACR1_PP E PLACR1_DEH

A partir desta etapa o aluno de Iniciacdo Cientifica (FAPESP- Processo
2020/00432-92) Bruno Batista contribuiu com as atividades e obtencdo dos

resultados.

Apés a construcdo bem-sucedida do vetor pLACR1_OP as proximas etapas
foram voltadas as constru¢des dos vetores contendo apenas os genes galU e Udg
individualmente no plasmideo pLACR1. Os tamanhos esperados para as bandas dos
fragmentos de inserto e vetor eram de 1274 bp e 5913 bp, respectivamente, para a
construcdo pLACR1_PP e de 1641 bp e 5908 bp, respectivamente, para a construcao
pLACR1_deH.

As imagens da Figura 43 abaixo mostram as bandas das regides amplificadas.
Os tamanhos esperados foram confirmados por eletroforese, para as duas

construgoes, pLACR1_PP, imagem A, e pLACR1_deH, imagem B.
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Figura 43: Bandas em gel de agarose apds PCR para amplificacdo dos fragmentos de inserto e vetor
para reacdo de CPEC das constru¢cdes pLACR1_PP e pLACR1_deH. Imagem (A): Poco 1 — Fragmento
vetor pLACR1, tamanho esperado da banda observada: 5913bp, poco 2 — Fragmento inserto galU,
tamanho esperado da banda observada: 1274bp; Imagem (B): Po¢co 1 — Fragmento inserto Udg,
tamanho esperado da banda observada: 1641bp, po¢o 2 — Fragmento vetor pLACR1, tamanho
esperado da banda observada: 5908bp. Fonte: Autor.

Apoés a reacdo de CPEC, purificacdo e transformacdo em células de E. coli
DH5a, o screening foi realizado por PCR dos plasmideos extraidos das coldnias
recém transformadas, utilizando os mesmos primers para amplificacdo do fragmento
do inserto utilizados nas suas construcdes e, desta forma, as bandas esperadas
possuem 0s mesmos tamanhos dos fragmentos. As imagens da Figura 44 abaixo
apresentam as bandas pos eletroforese (pLACR1_PP, imagem A, e pLACR1 deH,
imagem B), onde fica claro o resultado de col6nias positivas, ou seja, resultado de as
construcoes terem sido bem-sucedidas. O tamanho esperado dos fragmentos de DNA
€ 0o mesmo de quando foram extraidos do pRSM4, 1274 bp e 1641 bp,

respectivamente.
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Figura 44: Bandas em gel de agarose apds PCR de DNA extraido para confirmacao de transformacéo
em E.coli. Imagem (A): Pocos 1 e 2 - pLACR1_PP, tamanho esperado da banda observada: 1274bp;
Imagem (B): Pocos 1, 2 — pLACR1_deH, tamanho esperado da banda observada: 1641bp. Pogos (-) -
negativos. Fonte: Autor.

Por fim, o Ultimo passo foi a transformacdo das células de XCC, por
eletroporacdo, com as construgcbes pLACR1 PP e pLACR1 deH. A imagem da
Figura 45 abaixo mostra as bandas que confirmam as transformacdes ap6s a PCR de
colénia das XCC transformantes, ndo apenas dessas duas construcdes, mas também
da construcdo do pLACR1_OP. Os primers utilizados foram os mesmos dos
fragmentos do inserto das construcées, logo o tamanho das bandas esperadas € o
mesmo do tamanho dos insertos, 1274 bp, 2723bp e 1641 bp para pLACR1_PP,
pPLACR1_OP e pLACR1_deH, respectivamente.

Figura 45: Bandas em gel de agarose apds PCR de col6nia para confirmacéo de transformacdo em
Xanthomonas com as constru¢cdes pLACR1_PP, pLACR1 _OP e pLACR1 deH, nos pocos 1, 2 e 3,
respectivamente. Tamanhos esperados para as bandas observadas 1247bp, 2723bp e 1641bp,
respectivamente. Pocos (-) - negativos. Fonte: Autor.
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5.7. Curvade calibracdo DO vs Massa Seca para Xanthomonas campestris

pv. campestris

Foram realizados experimentos para o acompanhamento da formagdo de
biomassa pelos métodos da massa seca e de absorbancia do cultivo em frascos
Erlenmeyer aletados de 1L, em 100 mL de meio SYMP, por um periodo de
aproximadamente 30 horas, para células de XCC, como descrito mais
detalhadamente no topico 4.3.2. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 8

e ilustrados na Figura 33.

Tabela 8: Valores de absorbancia (600nm) e massa seca coletados do experimento de
crescimento celular de XCC em frascos Erlenmyer para preparacéo da curva de calibragéo entre os
métodos de quantificacéo celular.

Pontos Média M. Desvio Média Desvio

(horas) Secag/L Pad. (g/L) DO Padréo

0 0,000 0,000 0,062 0,002
3 0,120 0,074 0,457 0,059
5 0,270 0,0985 0,856 0,112
7 0,520 0,0383 1,848 0,096
9 1,130 0,249 4,036 0,056
12 3,50 0,826 7,580 0,155
15 4,360 0,572 8,992 0,255
24 5,030 1,080 10,288 0,984
27 5,110 0,678 10,748 0,081

Fonte: Autor

A Figura 46 ilustra bem a curva de crescimento da biomassa em cultivo em
frascos, assim como a correlacéo entre os valores medidos de absorbancia e obtidos

de massa seca.
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Figura 46: Curvas de crescimento de Biomassa de XCC pelos métodos de densidade 6tica e Massa
Seca. Em azul a curva de densidade ética e em cinza a curva de massa seca, apresentando boa
correlacdo. Fonte: Autor.

Os dados obtidos serviram para a construcdo da curva de calibracéo
relacionando os valores de massa seca e densidade o6tica apresentada na Figura 47
abaixo.
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Figura 47: Curva de calibracdo Massa Seca versus Densidade 6tica para Xanthomonas campestris pv.
campestris, e ajuste linear, apresentando bom coeficiente R2 = 0,9905. Fonte: Autor.

A correlacdo dos dados é visivel e segue a tendéncia linear, com um bom
coeficiente R2 em torno de 0,9905. Com a equacéo da reta obtida por essa correlacao,
Massa seca = 0,4686*Abs, é possivel estimar os valores correspondentes em

qualquer ponto da curva apenas com a entrada de uma das duas informacdes.
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5.8. Cultivos de avaliag&o: Producdo de goma xantana

Neste topico serdo apresentados os dados obtidos através dos cultivos voltados
a producdo da goma xantana pelas células de Xanthomonas campestris pv.
campestris (XCC) “naturais” (wild type — WT) e transformadas com os vetores de
expressdo construidos nesse trabalho. O intuito € compara-los entre si, e com 0s
dados das células nao transformadas, a fim de avaliar o efeito da superexpresséo de
cada gene (Udg e galU) individualmente (XCC_pLACR1_deH e XCC_pLACR1_PP) e
em concomitancia (XCC_pLACR1_OP), na producédo de goma, e se haveria algum

ganho significativo que justifigue a manutencao dessa expressao extra.

5.8.1. CRESCIMENTO CELULAR

Os dados obtidos de crescimento da biomassa estéo representados pelas curvas
de crescimento na Figura 48, abaixo, de massa seca (g/L) por tempo de cultivo dado
em horas. Na imagem pode-se ver a indicacdo do momento da inducdo com L-
arabinose. As linhagens com a numeracéao “1°” sédo referentes aos primeiros cultivos,
0S quais tiveram a inducao realizada com 0,005% (m/v) de L-arabinose, e as linhagens
com a numeragao “2°” sao referentes aos cultivos realizados com indugao de 0,05%
(m/v). Para a linhagem n&o-transformante, ndo foram realizadas adi¢cdes de L-

arabinose.

8,0

deH 1° |Inducéo

Massa Seca (g/L)

0,0 e Vlz T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Figura 48: Curvas de crescimento da biomassa pelo tempo. Estdo representadas as curvas das
linhagens transformantes XCC_deH, XCC_PP e XCC_OP, com as duas concentracfes de indutor (1°-
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0,005%:;2°-0,05%), e a linhagem de XCC natural ndo-transformante. Indicando por setas 0 momento
da inducdo. Fonte: Autor.

As curvas se entrelacam ao inicio dos cultivos, aparentando apenas um
crescimento um pouco mais lento da linhagem parental, mas demonstrando que nao
ha diferenca consideravel entre as linhagens nessa etapa. Ap6s o momento da
inducao, observa-se uma leve tendéncia a estabilizacdo do crescimento celular pelas
linhagens transformantes deH e OP do 2° cultivo (maior quantidade de indutor), e um
comportamento, ainda que discreto, de crescimento celular constante pela linhagem
nao-transformante, XCC, e linhagem transformante PP do 2° cultivo. Apesar das
observacdes, a conclusdo obtida € que a expressao das proteinas afetou pouco o

crescimento celular como um todo.

O valor maximo de biomassa foi obtido com as células nao transformadas (XCC),
apresentando uma concentragdo de 6,427 + 0,28 gX.L1, e com as células da linhagem
XCC_pLACR1_PP do 2° cultivo, com 6,154 + 0,32 gX.L* alcancados, sendo ambos
equivalentes quando considerada a margem de erro. J& o valor minimo foi anotado
pelas células do 2° cultivo da linhagem XCC_pLACR1_deH, atingindo uma
concentracdo de 4,467 + 0,06 gX.Lt. Os valores maximos de biomassa em cada

cultivo estéo dispostos na Tabela 9 abaixo.

Tabela 9: Valores maximos de biomassa, Xmax, obtidos com as linhagens transformantes nas duas
concentracdes de indutor (1° - 0,005%; 2° - 0,05%) e para a linhagem de XCC natural.

deH 1° PP 1° OP 1° deH 2° PP 2° OoP 2° XCC

4,909+0,26 5,356+0,38 5,263+0,14 4,467+0,06 6,154+0,32 5,230+0,16 6,427+0,28

Fonte: Autor

As concentracfes finais de biomassa ficaram préximas para as mesmas
linhagens, independentemente da inducéo. E em geral todas os cultivos geraram altas

guantidades de biomassa, quando comparado a literatura (t6pico 5.8.4).

Velocidade especifica méxima de crescimento, PUmax

Realizando a linearizagdo através do logaritmico natural da concentragdo de
biomassa, In(Cx), fica evidente a fase exponencial de crescimento celular das

linhagens, como indicado na Figura 49 abaixo.
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Figura 49: Curvas In(Cx) versus tempo. Estdo representadas as curvas das linhagens transformantes
XCC_deH, XCC_PP e XCC_OP, com as duas concentra¢des de indutor (1°-0,005%;2°-0,05%), e a
linhagem de XCC natural ndo-transformante. Indicando por setas a regido da fase exponencial de
crescimento celular. Fonte: Autor.

A inclinacdo da curva da fase exponencial nos d4, segundo a equacédo
linearizada 1, o valor da velocidade especifica maxima de crescimento, pmax. Desta
forma, tracando as retas de ajuste linear de cada uma das curvas, temos entao os
dados de pmax para todas as linhagens, e assim, € possivel avaliar o seu crescimento
celular livre e observar o efeito da presenca do plasmideo nas células mesmo antes

do momento da indugéao.
In (£5) = tmax(t = t0) (1)

Abaixo temos a Figura 50 apresentando os gréaficos de In (2) versus At, para

x0

as linhagens transformantes e para linhagem nao-transformante, assim como o ajuste

da reta e a devida equacao correspondente.
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Figura 50: Curvas de In (Cx/Cxo) (eixo Y) versus (t —to) (eixo X), para ajuste linear e obtenc&o de pmax
das linhagens avaliadas nesse estudo. Fonte: Autor.

A Tabela 10 abaixo resume os valores de umax obtidos dos ajustes lineares

apresentados na Figura 51 acima.

Tabela 10: Valores de velocidade maxima especifica, pmax, para as linhagens transformantes de XCC
nas duas concentracdes de indutor (1° - 0,005%; 2° - 0,05%) e para a linhagem de XCC natural.

deH 1°

PP 10

OP 1° deH 2°

PP 2°

OP 2° XCC

0,361

0,369

0,325 0,341

0,345

0,328 0,352

Fonte: Autor
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Os valores obtidos de pmax para as linhagens transformantes giram em torno do
valor obtido para a linhagem né&o-transformante (0,352 h'l). Os dados da fase
exponencial ainda séo referentes ao crescimento celular prévio ao momento de
inducéo, ou seja, a manutenc¢éo do plasmideo na célula e a necessidade da presenca
do antibiético no meio dos cultivos das linhagens transformantes nao afetaram
significativamente esse parametro de crescimento das linhagens construidas nos
cultivos realizados. Essa conclusao ¢ justificada pela baixa variacao geral dos dados
nesse parametro, que variam na faixa de 0,325 h't (OP 1°, valor minimo) a 0,369 (PP
1°, valor maximo).

5.8.2. PRODUCAO DE GOMA

Cp versus tempo

A seguir, na Figura 51, encontra-se a curva de concentracdo de goma xantana
versus o tempo. Assim como nas curvas de crescimento, o tempo de inducdo esta
indicado por setas, e as concentragdes de indutor sdo de acordo com a ordem dos
cultivos, 0,005% de L-arabinose para os primeiros cultivos (assinalado como 1°), e

0,05% para os segundos (assinalado como 2°).

25

deH 1° |Inducéo

20 PP 10

Goma Xantana (g/L)

O I\ : T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Figura 51: Curvas de producdo de goma xantana por tempo. Estdo representadas as curvas das
linhagens transformantes com as duas concentra¢gfes de indutor (1°-0,005%;2°-0,05%), e a linhagem
de XCC natural ndo-transformante. Indicando por setas o momento da indugdo. Fonte: Autor.
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Observa-se ja inicialmente que a curva de concentracdo da goma da linhagem
XCC passa entre as curvas das linhagens transformantes da inducdo do 1° cultivo
(acima) e as curvas da inducéo do 2° cultivo (abaixo), separando-as visualmente, o
que ja indica a primeira vista que houve uma diferenca evidente entre as duas
inducdes, diferenciacao esta que teve inicio apés o momento da inducdo. Com relacao
as quantidades, a maior producdo de goma foi obtida pelas células
XCC_pLACR1_deH do 1° cultivo, atingindo 20,65 + 0,49 gP.L* em 45 horas de cultivo,
e a menor pelas células XCC_pLACR1_PP do 2° cultivo, chegando a somente 12,00
+ 0,65 gP.L* em 48 horas de cultivo. Em comparacéo, as células XCC produziram
17,25 +1,08 gP.LL.

Os dados finais de producdo de goma fornecidos pelo grafico de concentracdo
de goma por tempo dispostos na Tabela 11, mostram que mesmo levando em
consideracdo os desvios padrées de erro, as concentracfes de produto obtidas
guando a inducdo foi de 0,05% de indutor ficam significativamente abaixo das
concentragcdes de produto obtidas quando a inducgéo foi de 0,005% de indutor. Uma
possivel explicacdo para esse efeito pode estar relacionada a uma regulacao celular
sobre a expressao das proteinas, induzida pela expresséo excessiva das proteinas
recombinantes logo no inicio da inducdo, que seria prejudicial ao funcionamento
normal das células. Os niveis de expressao das proteinas UDP-PP e UDP-deH serao
avaliados em trabalhos futuros por meio da medida de suas atividades enzimaticas

para avaliacdo dessa hipotese.

Tabela 11: Valores de producéo final, Pr, para as linhagens transformantes nas duas concentracdes
de indutor (1° - 0,005%; 2° - 0,05%) e para a linhagem de XCC natural. Obs.: Dados referentes a
concentracdo de indutor 0,005% (m/v), tiveram 3 horas a menos de cultivo.

Pméx (g P.L_l)
deH 1% PP 1% OP 1%  deH20% PP 20% QP 20%  XCC**

20,65+0,49 20,46+2,17 18,63+0,35 14,45+2,41 12,00+0,65 16,05+0,99 17,25 +1,08
* cultivo de 45 horas ** cultivo de 48 horas Fonte: Autor

Produtividade volumétrica (Pr)

Talvez o pardmetro de maior importancia na avaliacdo das células
transformantes seja a produtividade (Pr), pois nos da a quantidade de produto
produzida por hora de cultivo refletindo a eficiéncia de todo o processo. A

produtividade é calculada pela seguinte Equacéo 2:

_AP _ P-P,

= (2)

At t—tg
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Abaixo entdo, temos apresentado na Figura 2 o grafico das produtividades finais
de cada uma das linhagens de XCC, transformantes e nao-transformante, estudadas

neste trabalho.
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Figura 52: Representacdo grafica dos dados de produtividade (P;). Ao lado esquerdo, indicado no
grafico com um intervalo de setas, colunas referentes aos dados das linhagens transformantes com
inducéo 0,005%, ao lado direito, também indicado por um intervalo de setas, colunas referentes aos
dados com inducédo 0,05%, e por fim, na extremidade direita, coluna referente a linhagem né&o-
transformante. Fonte: Autor.

A Tabela 12 abaixo apresenta os valores numéricos de P.

Tabela 12: Valores de produtividade, P:, para as linhagens transformantes nas duas concentracdes
de indutor (1° - 0,005%; 2° - 0,05%) e para a linhagem de XCC natural.

Pr (gP.L1hY)
deH1° PP 1° OP1°  deH2®  PP2°  OP2° XCC

0,432+0,02 0,422+0,05 0,379+0,01 0,279+0,05 0,228+0,01 0,314+0,02 0,355+0,02
Fonte: Autor

A maior P; apresentada foi pelas células XCC_pLACR1 deH 1° (deH 1°), e
XCC_pLACR1 PP 1° (PP1°), com uma diferenca de 0,01 aproximadamente entre
elas, e considerando os desvios padrdes, os valores das duas linhagens sé&o
equivalentes. Com relacdo as demais linhagens, suas P; ficam de fora da faixa de erro
de desvio padrao dos dados da linhagem deH 1°, mas o0 mesmo nao acontece para a
linhagem PP 1°, que possui uma faixa de desvio padrdo maior, ou seja, apesar das
duas linhagens apresentarem estatisticamente valores de produtividade iguais, o dado
obtido através da linhagem deH 1° é mais consistente. Mas ainda assim, ndo podemos
afirmar nenhuma linhagem como tendo a melhor eficiéncia com base nessas
informacgdes e, por isso, € necessario a utilizagdo de métodos estatisticos com maior

confiabilidade e intervalo de confianga definido.
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O método utilizado foi a analise de variancia (ANOVA), de fator duplo com
repeticdo (avalia as linhagens e inducdes, com dados em triplicata) e de fator unico
(avalia as linhagens, com dados em triplicata). A ANOVA da com um intervalo de
confianca, previamente definido em 95%, a resposta se hé diferenca estatisticamente
significativa entre os itens comparados. Segue entdo a Tabela 13 abaixo com os

parametros.

Tabela 13: Dados obtidos a partir da Analise de Variancia (ANOVA) para os dados obtidos de

produtividade. Comparativo entre linhagens e concentracdo de indutor.
ANOVA - a = 0,05

(Fator duplo com repeticdo) Comparativo Pr: Linhagens transformantes e Indugdes

Fonte da variacéo F Valor-P F-critico
Inducdes 101,2097 3,36E-07 4,747225
deH, PP e OP 0,971465 0,406409 3,885294
Interacdes 6,786484 0,010676 3,885294
(Fator nico) Comparativo Py

Fonte da variacéo F Valor-P F-critico
deH 1°, PP 1° OP 1°e XCC 6,193222 0,017588 4,066181
deH 1°e OP 1° 18,12096 0,013086 7,708647
deH 1°e PP 1° 0,008584 0,930635 7,708647
PP 1°e OP 1° 3,319014 0,142576 7,708647
OP e XCC 7,212 0,054913 7,708647
PP e XCC 7,557914 0,051418 7,708647
deH e XCC 28,12191 0,006075 7,708647

Fonte: Autor

Para que exista diferenca estatistica entre os valores, ou seja, que esteja dentro
do intervalo de 95%, o Valor-P apresentado pela analise deve estar abaixo do valor
de a de 0,05 e os valores de F devem ser maiores que o valor de F-critico, para

demonstrar significancia estatistica.

Analisando os dados, confirmamos com uma confianca ainda maior, de 99,9%,
gue a inducdo influenciou decisivamente na produtividade. No que tange as linhagens
transformantes, quando considerado o todo, a andlise ndo identificou diferenca
significativa, mas identificou diferenca quando analisada a interacéo entre linhagem e
inducdo. Isso significa que ha diferenca sim entre as linhagens, mas apenas quando

comparadas dentro da mesma condig&o de inducao.

Sabendo entdo que existe diferenca estatistica entre as linhagens
transformantes, aplicou-se a ANOVA novamente para comparagdo com a linhagem
nao-transformante, XCC, e novamente se observou, com um intervalo de confianca

de 98%, que ha diferenca entre elas, ou seja, isso nos da o resultado definitivo de que



RESULTADOS E DISCUSSAO |97

houve uma melhora estatisticamente significativa na producdo de goma xantana com

a superexpressao das enzimas gargalos da via de biossintese.

Agora na tentativa de encontrar qual a linhagem transformante possui melhor
produtividade de goma xantana, foram realizadas novamente a ANOVA entre as trés
novas linhagens, e a analise individualmente de cada uma com a XCC. Os resultados
mostraram que ha diferenca estatistica significativa entre a linhagem
XCC_pLACR1_deH 1° com relacdo a XCC_pLACR1_OP 1°, ou seja, esse resultado
ja descarta a linhagem XCC_pLACR1_OP 1°da avaliacdo pelo 1° lugar em termos de
producdo de goma. Com relacdo a linhagem XCC _pLACR1 PP 1° nao houve
diferencas estatisticas significativas em suas analises com nenhuma das outras duas
linhagens, logo, sua produtividade pode se encontrar tanto sendo a maior como sendo
a menor entre as trés, o que ja era perceptivel pelo desvio padrao elevado.

Deste modo, as comparacdes individuais entre as linhagens transformantes e a
XCC mostrou que a linhagem transformada com pLACR1_deH e a inducédo de 0,005%
apresentou um resultado superior de producéo de goma xantana em comparagao com
a linhagem natural com um nivel de confianca de 99%, enquanto que as outras duas
linhagens transformantes ficaram levemente abaixo do nivel de confianca de 95%,
com niveis de confianca de 94,8 e 94,5% para as linhagens transformadas com
pLACR1 PP e pLACR1_OP, respectivamente, com a inducéo de 0,005%.

Porcentagem de ganho na producao e produtividade

A Tabela 14 abaixo faz uma comparacdo do aumento percentual na producéo
final e na produtividade de goma xantana que cada linhagem transformante obteve
em relagéo a linhagem néo-transformante. Previamente, os dados de producéo final
dos cultivos de 45 horas foram estimados para 48 horas utilizando os dados de
produtividade. S6 foram analisadas as linhagens com inducéo de 0,005%. Os célculos
das porcentagens seguiram as Equacdes 3 e 4 abaixo, onde Pk € a producéo final.

%Py = @ % 100; (3)
F

XCC

%P, = “=IXEE 4 100 (4)

rXCC
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Tabela 14: Valores de porcentual de acréscimo na producao final, Pr, e produtividade, Py, para as
linhagens transformantes na concentracao de indutor de 0,005% em comparac¢éo com a linhagem de

XCC natural EPFXCC/ Prxcci.

deH PP OoP
Pr 27,2% 25,9% 14,6%
Pr 21, 7% 18,9% 6,7%
Pexcc: 17,25 gP.L! Prxcc: 0,355 gP/h Fonte: Autor

Dados de ganho em porcentagem sdo importantes para nos dar uma nocgao
guantitativa e qualitativa da diferenca obtida com as modificacfes realizadas. As
linhagens transformadas com pLACR1 _deH e pLACR1_PP conseguiram producfes
finais em torno de um quarto maiores do que a linhagem nao transformada, e esse &

um resultado expressivo que ird contribuir positivamente no balango econémico final.

5.8.3. RELACOES DE BIOMASSA E PRODUTO

Fator de rendimento de produto por biomassa, Ye/ix [aP(gX)1]

A comecar pelo parametro cinético Ypix, tentou-se aqui observar com mais
clareza a relacéo entre a producdo do metabdlito e o crescimento celular. Esse fator
deve ser calculado na fase exponencial de crescimento, assim COmMO O Mmax, POIS
depende do AX. Abaixo temos a Figura 53 com os graficos das curvas de variacdo de
biomassa pela variacdo do tempo entre pontos na fase de crescimento exponencial,

junto dos ajustes de reta e as respectivas equacodes. O Ypix € dado por (Equacéo 4):

AP
Y; = @
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Figura 53: Curvas de AP (eixo Y) versus AX (eixo X), para ajuste linear e obten¢éo do fator de converséo
Yeix (coeficiente angular), das linhagens avaliadas nesse estudo. Fonte: Autor.

Os valores de Yyp estao listados na Tabela 15 abaixo.

Tabela 15: Valores do fator de rendimento de produto e biomassa, Yp/x, para as linhagens
transformantes nas duas concentragfes de indutor (1° - 0,005%; 2° - 0,05%) e para a linhagem de

XCC natural.
Ypix [gP(gX)7]
deH 1° PP 1° OP 1° deH 2° PP 20 OP 2° XCC
1,123 0,975 0,930 1,314 0,905 1,150 1,169

Fonte: Autor
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Analisando o fator de rendimento de produto por biomassa obtido com os dados
antes do momento de inducéo (fase exponencial de crescimento), da mesma maneira
como feito para o parametro pmax, (dados avaliados anteriores a indugéo) foi possivel
avaliar o efeito das transformacdes nas linhagens, mas, agora no que diz respeito a
producdo de goma por biomassa de Xanthomonas. Observamos que os dados obtidos
das linhagens para este parametro giraram em torno do encontrado para linhagem
parental (Ypx xcc =1,169), variando entre 0,905 (PP 2°) de minimo e 1,314 (deH 2°)
de maéaximo, concluindo que as transformacdes ndo aparentaram surtir efeito

consideravel na relacdo entre producédo de goma e crescimento celular.

Produtividade especifica, op (gP/gX/h)

Parametro de producdo de goma xantana por biomassa de células por hora
(Equacéo 5), ou produtividade especifica. Esse parametro auxilia a avaliar a producéo
de metabdlito por grama de biomassa com relacdo ao tempo, facilitando observar a
efetividade da producao celular, e identificar linhagens que possam n&o ter a maior
produtividade geral, mas tem alta eficiéncia de producdo por células, apresentando
assim alto potencial de desenvolvimento. Além disso, avaliar esse parametro permite
verificar se os valores mais altos de produtividade geral também correspondem as
células mais produtivas entre as linhagens. O gréafico na Figura 54 abaixo apresenta
os valores de Op para cada uma das células transformantes e para a néao-

transformante.

Pr
5p=§ (5)
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0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

op (gP/gX/h)

XCC
Indutor 0,005%
Indutor 0,05%

deH PP oP
mIndutor ¢ o596 0,06305339 0,03736615 0,06059808

®|ndutor 0,005% 0,0912406 0,07978376 0,0725989
XCC 0 0 0 0,05567777

Figura 54: Representacéo gréafica dos dados de produtividade por biomassa (&r). Primeira fila (da frente
ao fundo) de colunas referente aos dados das linhagens transformantes com indugéo 0,05%, segunda
linha referente aos dados com indug&o 0,005%, e terceira linha a direita, dados referentes a linhagem
nao-transformante. Fonte: Autor.

Os dados da Figura 55 mostram que houve uma correlacdo direta entre a
produtividade especifica (6p) e a produtividade volumétrica (Pr), apontando
novamente a linhagem XCC_pLACR1_deH como a de melhor desempenho também
a partir da avaliacdo de dp. A seguir, na Tabela 16, sdo apresentados os dados de

ANOVA para esse parametro de produtividade.

Tabela 16: Dados obtidos a partir da Analise de Variancia (ANOVA) para os dados obtidos de

produtividade por biomassa. Comparativo entre linhagens.
ANOVA - a =0,05

(Fator Unico) Comparativo &p:

F Valor-P F critico
deH 1°, PP 1°, OP 1° e XCC

5,246579 0,030876 4,256495
deH 1°e PP 1°

2,787802 0,146024 5,987378
deH 1° e XCC

55,45074 0,001737 7,708647
PP 1° e XCC

7,828748 0,048912 7,708647

Fonte: Autor

A diferenca entre as linhagens foi confirmada pela analise estatistica, mas
novamente ndo foi possivel diferenciar as linhagens XCC_pLACR1 deH e

XCC _pLACR1 PP. No entanto, nesse parametro, a linhagem com o gene galU
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ultrapassou o nivel de confianca de 95% em relacdo a linhagem nao transformante.
Além disso, ficou novamente evidenciada a diferenca estatisticamente significativa
entre a linhagem XCC_pLACR1_deH e a linhagem XCC.

5.8.4. COMPARACAO DOS DADOS COM A LITERATURA

N&o foram encontrados na literatura estudos que utilizassem a linhagem
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC® 33913™ para estudos de producédo
de goma e, deste modo, a comparacao serd realizada frente a outras subespécies de
Xanthomonas campestris. Foram comparados, na Tabela 17, valores de pmax, Pr, Yxp,
Xmax, Pmax, € tempo de cultivo. Foram selecionadas as linhagens néo-transformante

XCC e transformante XCC_pLACR1_deH como bases comparativas.

Tabela 17: Comparativo de pardmetros de crescimento celular e producdo de goma xantana entre
dados de cultivos provenientes de estudos na literatura e dados provenientes de cultivos
selecionados deste trabalho.

Garcia-

Este Estudo Faria Serrano- . Amanullah
Parémetros? al. Octh(I)a Carredn et L?t'zs(‘)%gt Zlabzootlelt et al.
o XCC etal. 7 (19gg) & (2003) al.(2011)  jq49q
Linhagem de ATCC pv.
Xanthomone 3391 ATCC NRRL NRRL NRRL B- ATCC mangifera  NRRL B-
S 3 33913 B-1459 B-1459 1459 13951 eindicae 1459
campestris 1230
Mmax [0 0,311 0,354 0,485 0,670 0,250 0,380 0,290 0,07
Yrix [gX(gP)Y 1,123 1,169 7,692 - 2,000 0,500 - -
P, [gPLht 0,432 0,356 0,630 0,343 0,799 0,540 0,368 0,44
Xmax [gLY] 4,90 6,43 2,313 1,580 4,420 3,300 4,900 3,86
Pmax [gL?] 20,65 17,25 ~15,5 ~24,0 33,00 ~26,0 35,30 33,10
Tempo [h] 45 48 24 70 42 50 96 75
Subst*[gLY] 35(S) 35(S) 35(S) 40(S) 40 (S) 42 (S) (M.C)) 50 (G)
Plataforma Shaker Shaker Biorreator Biorreator Biorreator  Biorreator Biorreator  Biorreator
*Substrato: (S) — Sacarose; (G) — Glicose; (M.C.) — Meio complexo (soro do queijo mugarela). Fonte: Autor

As condi¢cBes de fermentacdo de cada autor influenciam nas producdes e nos
dados cinéticos e, desta forma, sdo descritas aqui as informacdes mais relevantes dos
trabalhos citados. FARIA et al. (2010) conduziram suas fermentagdes em biorreator
de 4,0 litros a 28°C e pH 7,5, com meio composto por sacarose (a partir do caldo de
cana, 35 g.L?), extrato de levedura (3,0 g.L), NH4NOs (0,86 g.L 1), Na2HPO4 (2,5 g.L
1), KH2PO4 (2,5 g.L), e antiespumante (0,5 mL.L™). GARCIA-OCHOA; SANTOS;
ALCON (1995), utilizou um biorreator de 1,5 L & 28°C e pH 7,0 (ndo controlado),
aeracao de 1 vvm, e meio de cultura composto principalmente por sacarose (40 gL™?),
acido citrico (2,1 gL), KH2PO4 (2.866 gL?), MgCl2 (0.507 gL?), e NHaNO3 (1.144 gL-
Y,
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Também utilizando 40 gL de sacarose, SERRANO-CARREON et al. (1998)
conduziram o experimento em biorreator de 1,4 L a 29°C, pH 7,2 e 0,5 vvm, contanto
também, principalmente, com &cido citrico (2,3 gL?), KH2POa4 (5 gLt), MgCl2 (0.163
gL1), e NH4Cl (2 gL). LETISSE; LINDLEY; ROUX, (2003) utilizou em seu meio,
principalmente, 42 gL* de sacarose, NH4NOz (1.125 gL?), MgS04.7H20 (0.25gL™?), e
15 mL de hidrolisado de farinha de soja, e para a fermentacédo foi empregado um
biorreator de 20 L e condi¢cbes de temperatura de 28°C, pH 7,0 e 20% de oxigénio
dissolvido.

Também utilizando um biorreator de 20 L, mas 14 L de volume de trabalho,
AMANULLAH; SATTI; NIENOW, (1998), conduziram sua fermentacdo mantendo
temperatura a 28°C, pH 7,0 e 15% de saturacdo de ar, e seu meio composto
principalmente por glicose (50 gL?), acido citrico (2,3 gL™'), KH2PO4 (5 gL?), MgCl2
(0.163 gL1), NH4ClI (2 gL ™), e antiespumante (0,5 mL.L™?). Por fim, ZABOT et al. (2011)
utilizou um biorreator de 2,5 L, com 900 mL de volume de trabalho, € um meio com
base em soro de queijo mucarela com adicdo de MgSO4 1% (m/m) e KH2PO4 2%
(m/m), a temperatura foi mantida a 28°C e pH ajustado inicialmente para 7,2, ndo

havendo informac@es sobre a aeracgao.

Na comparacdo dos dados obtidos neste trabalho com os da literatura
apresentados na tabela 17, € perceptivel que eles se mantém na faixa de valores
condizentes com o esperado para bactérias de sua espécie. Iniciando pelos valores
de pmax, ambas linhagens transformante e ndo-transformante estdo préximas da
média dos valores da literatura, e valores intermediarios também foram obtidos para
o fator de converséo Yp/x. Uma observacéo, também dentro desse mesmo parametro,
€ que a linhagem NRRL B-1459 parece possuir uma maior preferéncia pela producdo
de goma na fase exponencial, em comparacdo com as outras subespécies, ja que

apresentou maiores valores de Ypx.

O fato abordado sobre a linhagem NRRL B-1459 no paragrafo anterior, pode
ajudar a explicar as menores concentracfes de biomassa maxima apresentadas por
essa subespécie em comparacdo com 0 apresentado pelas outras subespécies,
principalmente pelas utilizadas nesse trabalho. No entanto, as concentracdes de
biomassa maxima apresentadas pelas linhagens nesse trabalho estéo altas, quando
considerando que os cultivos foram realizados em frascos agitados, diferentemente

dos cultivos que deram origem aos dados extraidos da literatura, e isso pode estar
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relacionado ao Yp/x apresentado pela linhagem ATCC 33913, que tende um pouco
mais a replicacao de células nessa fase exponencial quando em comparacdo a NRRL
B-1459. Entretanto, a linhagem ATCC 13951 apresentou um menor Yp;x, mas menor
valor de Xmax. Dessa forma, a maior formacgé&o de biomassa observada aqui pode estar
relacionada também com o meio de cultura, que possui maiores quantidades de fontes
de nitrogénio, fosforo e magnésio do que os demais cultivos avaliados. GARCIA-
OCHOA; SANTOS; FRITSCH, (1992) realizaram um estudo nutricional para
Xanthomonas campestris voltado a producdo de goma, e chegaram a concluséo que
0s nutrientes nitrogénio, fésforo e magnésio influenciam na producao e no crescimento
das células, com o magnésio influenciando positivamente no crescimento celular,
enquanto que concentracdes limitantes dos outros favorecem a producdo da goma

xantana.

Mesmo com uma alta taxa de crescimento celular, a produtividade (Pr) de goma
atingiu valores significativos neste trabalho. Os valores obtidos agui mesmo em
cultivos em frasco, estdo condizentes com as produtividades obtidas em cultivos em
reator apresentados na literatura consultada. No caso da linhagem transformante
XCC_pLACR1 _deH, o valor da produtividade superou dois cultivos em biorreator da
literatura de duas subespécies diferentes, incluindo a NRRL B-1459, no trabalho de
GARCIA-OCHOA; SANTOS:; ALCON (1995), evidenciando que as condi¢cdes dos
cultivos realizados nesse trabalho também permitem uma alta producdo do
polissacarideo. Cabe agora avaliar se uma reducéo nas concentracées de fésforo e
nitrogénio do meio de cultura utilizado podem melhorar ainda mais os resultados de
producdo, ou se a alta biomassa para essa subespécie pode ser um fator favoravel
nesse sentido. Por fim, os resultados de produtividade foram considerados

satisfatérios em comparacdo com a literatura.
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6. Conclusdes

Os vetores da série ePathBrick vectors apesar das suas diversas vantagens,
com destaque para facilidade de manipulacédo e compatibilidade entre plasmideos da
mesma familia - facilitando assim subclonagens entre eles - ndo se mostraram Uteis
para a expressao génica em bactérias do género Xanthomonas ja que parece nao

terem sido capazes de se replicar nestas células.

Nesse sentido verificou-se que o vetor de amplo espectro de hospedeiros
pLAC2, com j& reconhecido uso em Xanthomonas citri subsp. citri, se mostrou
funcional também em XCC viabilizando, portanto, o estudo da super-expressdo dos
genes de interesse da via de biossintese dos monémeros da goma xantana. A origem
de replicacdo presente nesse plasmideo, com o sistema particional de auto replicacao,
parece ter sido neste caso determinante. Também, a avaliagdo dos sistemas de
expressdo baseados no plasmideo pLAC2 com Psab, PLacuvs € PLacuvs+cap indicou que
o promotor induzido por arabinose permitiu maiores niveis de expressao a partir de
experimentos com o gene repérter da proteina mCherry. Dessa forma, o plasmideo
pPLACR1 com Psap foi 0 utilizado na sequéncia do trabalho para expresséao dos genes
galU e Udg de XCC.

Concluiu-se também, a partir dos dados obtidos através das técnicas de
screening, que as clonagens dos genes galu e Udg de XCC foram bem-sucedidas,
tanto com os genes sendo clonados em conjunto na configuracdo de Operon, como
nas clonagens individuais de cada um. As clonagens tiveram éxitos em ambas
construcdes utilizando o plasmideo pRSM4 e o plasmideo pLACR1. Também houve
éxito na transformacéo das construcées pLACR1_ PP, pLACR1_deH e pLACR1_OPn

em XCC, para a superexpressao de seus genes mediante o uso de indutor.

O efeito da superexpressao foi avaliado e o resultado demonstrou um ganho em
produtividade do exopolissacarideo com relacdo a linhagem né&o-transformante. A
andlise estatistica de variancia (ANOVA) demonstrou um nivel de confianca de 98%
de que a superexpressado dos genes surtiu efeito nos resultados de produtividade.
Uma das linhagens, transformada com pLACR1_deH, se destacou apresentando um
nivel de confianca de 99,9%, descartando a hipotese nula (ndo ha diferenca entre as
linhagens), quando comparada diretamente com a XCC. As outras duas linhagens

conseguiram niveis de confiangca muito préximos de atingir o nivel de significancia 5%
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maximo estabelecido, 94,8% e 94,5% para as linhagens transformadas com
pLACR1 PP e pLACR1 deH, respectivamente. No entanto, a linhagem com o
plasmideo pLACR1_PP alcangou o nivel de confianca de 95,1%, quando avaliada a
produtividade especifica de Xanthomonas (op).

Os ganhos na produtividade e na producao final de goma alcancaram aumentos
superiores a 20%, quando comparados com a linhagem natural ndo transformada. As
maiores porcentagens ficaram por conta da linhagem transformada com o
pLACR1 deH, de 21,7% de aumento na produtividade volumétrica e 27,2% de
aumento na producdo final de goma xantana, seguida pela linhagem com o
pLACR1 PP, com aumentos percentuais de P, e Pr de 18,9% e 25,9%,

respectivamente.

Apesar da XCC transformada com o plasmideo pLACR1_deH ter demonstrado
dados mais consistentes de producédo e produtividade de goma, ela ainda ndo pode
ser considerada a melhor linhagem para producdo de goma xantana entre as
linhagens recombinantes estudadas. Isso porque ela ainda ndo demonstrou diferenca
estatistica significativa quando comparada a linhagem transformada com o plasmideo
pLACR1_ PP, que por sua vez, apresentou dados com um desvio padrdo alto. No
entanto, isso ndo impede a conclusdo de que essa linhagem esta um passo a frente
das demais, nesse momento. Outros estudos futuros, levando em conta mais

variaveis, poderdo trazer resultados mais conclusivos sobre essa questao.

Dados do efeito da indugédo também trouxeram com um nivel de confianca de
99,9%, que a concentracdo de indutor interfere na producdo da goma. Elevadas
concentracdes de 0,05% (m/v) apresentaram produtividades muito inferiores quando
comparadas com a inducao a (0,005%). Outro fator observado foi que a concentracao
mais alta de indutor ndo apenas nao apresentou melhoras, como piorou a
produtividade natural da XCC, o que indica uma provavel inibicdo da producéo de

goma na condicao de indugdo com 0,05% de arabinose.

Todos esses dados mostram que 0s genes superexpressos de forma individual
trouxeram melhores resultados do que quando expressos em conjunto, mas existe
uma melhora evidente na producdo da goma quando h& a superexpressdo das
proteinas UDP-PP e UDP-deH, encontradas como gargalos da via de biossintese da
goma por KUNDLATSCH (2017).
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Por fim, a concluséo final € que o objetivo principal colocado por esse trabalho,
de estudar experimentalmente a hipotese levantada por KUNDLATSCH (2017),
superexpressando em Xanthomonas as proteinas indicadas como gargalos da via de
biossintese da goma xantana e avaliar a nova produtividade desse polissacarideo
adquirida pela bactéria, foi concluido com éxito. Além disso, os resultados obtidos
validam a hipdtese de que a superexpressao dos genes galU e UdG favorecem a
producdo da goma xantana em determinadas condi¢des, permitindo a obtengao de

linhagens superiores a parental para producdo da goma.
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7. Trabalhos futuros

Cultivo, producao e caracterizacao

a. Medida da atividade enzimatica e avaliacdo do aumento da expressao,
utilizando a linhagem néo transformada de XCC como controle;

b. Avaliacdo das caracteristicas reolégicas da goma produzida;

c. Estudo de otimizacdo das condi¢cfes 6timas de cultivo visando a producéo de
goma xantana;

d. Estudo cinético detalhado das linhagens transformantes construidas;

e. Aplicacao de cultivos em batelada alimentada;

f. Realizar sequenciamento das constru¢des pLACR1_deH/PP/OP.

Otimizacéao das Cepas

a. Construcdo de vetores com as configuracfes posicionais dos genes Pseudo-
Operon e Monocistronica, para novas avaliacoes;

b. Estudos dos demais genes e proteinas que compdem a via de biossintese da
goma, buscando modificacdes pontuais para controle das caracteristicas fisico-

guimicas da goma produzida.
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APENDICES

A - ConsideracOes sobre a extragcdo da Goma Xantana

Os dados obtidos a partir dos experimentos preliminares de extracdo da goma
nao foram conclusivos e aproveitados devido a um detalhe de procedimento,
descoberto tardiamente, que afetaram significativamente os valores de producéo
estimados naquele momento. Os experimentos tinham como objetivo a comparagao
da capacidade de extracao de goma entre os alcoois isopropanol e etanol. No entanto,
0 problema encontrado estava na precipitacdo de componentes do meio e de KClI
proveniente da solucao eletrolitica de 10% (m/v) adicionada ao alcool para separacao
da goma (Figura abaixo). Essas massas precipitadas contaminaram os valores

apresentados.

Chama a atencéo que trabalhos publicados na literatura ndo tenham relatado a
co-precipitacao do cloreto de potassio junto a goma xantana apos adicdo do alcool,
ndo sendo possivel avaliar se os dados relatados sao realmente referentes apenas a
goma xantana. A imagem na figura 35 abaixo mostra os tubos de centrifuga utilizados
na extracdo com quantidades de massa de KCI precipitado a partir da solucdo de

alcool + solucdo KCI 10% (m/v) (na auséncia de goma xantana).

Figura: Tubos de centrifuga contendo precipitado de KCI apos centrifgagéo de solugdo Alcool +
solucdo KCI 10% (m/v). Fonte: Autor.
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ANEXOS

A - Imagem representativa da construgdo dos plasmideos pETM7 e pETM7_mCherry. Fonte: Autor,
criado com SnapGene®.

Xhol

NdeI

pETM7_mCherry

5963 bp
A
INSERT
FRAGMENT | Replace Insert
Ndel (4990) — Xhol (5046) Ndel (87) — XholI (806)

Xhol Sall NdeI

pETM6-mCherry

pETM7
$300 bp 5866 bp
INSERT |
FRAGMENT | Replace Insert
AvrII (5153) — Sall (298) Avrll (1) — Sall (446)

AvrIl

Avrll Sall

DEE B IO
lac UV5 promoter | RBS S-Tag | T7Te terminator
lac operator rrnB T1 terminator

lacUV5_T1T7term_Nhel_IDTok
451 bp
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B - Imagem representativa da construcéo do plasmideo pETM8. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.

INSERT |

FRAGMENT | Replace
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C- Imagem representativa da construcéo do plasmideo pRSM4. Fonte: Autor, criado com SnapGene®.
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