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Resumo

Xanthomonas ssp. sdo proteobactérias amplamente conhecidas pela sua
associacdo patogénica as mais variadas espécies de plantas, como por exemplo a
Xanthomonas campestris, causadora da podriddo negra que acomete as cruciferas.
Sua patogenicidade em partes € apoiada na producdo de um biofilme que apresenta
alta viscosidade, a goma xantana, e descobriu-se que a mesma apresenta
propriedades que lhe permitiiam complementar gomas hidrossoluveis naturais e
sintéticas, apresentando atividade emulsificante e espessante, demonstrando grande
apreco para diversos setores da industria. Infelizmente o Brasil ndo tem uma producao
nacional do composto, ficando totalmente dependente das importacdes. Para tornar o
processo de producdo da goma cada vez mais atrativo e aprimorado é altamente
relevante adentrar ao campo do desenvolvimento de linhagens otimizadas, o que
vendo sendo pouco explorado. Contribuindo para mudar esse cenario, Kundlascht
(2017) desenvolveu um modelo mateméatico deterministico que engloba as reacdes
para a sintese dos monémeros da goma xantana, e a partir dele conseguiu identificar
um gargalo nessa via com as reacdes catalisadas pelas enzimas UDP-Glicose
pirofosforilase (UDPG-PP) e UDP-Glicose desidrogenase (UDPG-deH). Com esses
resultados obtidos in silico, o presente trabalho buscou a validacdo dessa hipotese in
vivo, clonando os genes para as enzimas UDPG-PP e UDPG-deH em vetores muito
versateis na construcdo de vias metabolicas, pertencentes a colecao ePathBrick
vectors, baseados no sistema Biobrick. Inicialmente esses plasmideos mostraram-se
promissores para utilizacdo no chassi de Xanthomonas campestris sub. campestris
(XCC), mas ao longo dos experimentos ndo se apresentaram funcionais na bactéria,
surgindo uma nova diretriz no trabalho, resultando na proposta de construcdo de
plasmideos para uso em XCC mantendo a versatilidade do esqueleto dos ePathBrick

Vectors.



Abstract

Xanthomonas sp. are proteobacteria widely known for its pathogenic
association with varied species of plants, such as Xanthomonas campestris, which
causes black rot that affects crucifers. Its pathogenicity is partially supported by the
production of a biofilm that has high viscosity, xanthan gum. This biopolymer has
properties that allow it to complement natural and synthetic water-soluble gums,
presenting emulsifying and thickening activity, showing great appreciation for several
industry sectors. Unfortunately, Brazil doesn’t have a national production of the
compound, being totally dependent on imports. To make the gum production process
more attractive and efficient, it is highly relevant to enter the field of development of
optimized strains, which is being little explored. Contributing to change this scenario,
Kundlascht (2017) developed a deterministic mathematical model that encompasses
the reactions for the synthesis of xanthan gum monomers, and from it was able to
identify a bottleneck in this pathway with the reactions catalyzed by the enzymes UDP-
Glucose pyrophosphorylase (UDPG-PP) and UDP-Glucose dehydrogenase (UDPG-
deH). With these results obtained in silico, the present work sought to validate this
hypothesis in vivo, cloning the genes for the enzymes UDPG-PP and UDPG-deH in
very versatile vectors used for the construction of metabolic pathways, belonging to
the ePathBrick vectors collection, based on the Biobrick. Initially these plasmids
showed promise for use in the chassis of Xanthomonas campestris sub. campestris
(XCCQC), but throughout the experiments they were not functional in the bacterium. From
this results, new objectives were set, resulting in the proposal to construct plasmids for

use in XCC while maintaining the versatility of the ePathBrick vectors backbone.
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1. Introducdo

Xanthomonas ssp., membros da subdivisdo das proteobactérias gram-
negativas, sdo amplamente conhecidas pela sua associacdo patogénica as mais
variadas espécies de plantas (VORHOLTER et al., 2008), varias delas de grande
importancia econbmica, como por exemplo a Xanthomonas citri, acometendo as
plantacbes de Citrus, causadora do cancro citrico, e a Xanthomonas campestris,
causando a podriddo negra que acomete as cruciferas (QIAN et al., 2005). Porém,
olhando por outro angulo, a estratégia de infeccdo e protecdo dessas bactérias
durante o processo de associacdo as plantas é em partes apoiado na producéao de um
biofilme, a goma  xantana, que devido a sua  viscosidade
se relaciona ao dano causado no sistema vascular das plantas blogueando o
suprimento de nutrientes (NITSCHKE; RODRIGUES, 2000).

7

Por esta razdo esse composto, que é um hétero-polissacarideo, foi
extensivamente estudado, e descobriu-se que 0 mesmo apresenta propriedades que
lhe permitiiam complementar gomas hidrossollveis naturais e sintéticas,
apresentando atividade emulsificante e espessante por exemplo, podendo ser
aplicada nos mais variados setores da industria, como na producdo de alimentos,
cosméticos, extracéo de petrdleo, produtos agropecudrios, entre outras (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).

Logo, um composto que por um lado estd envolvido com
microrganismos potencialmente catastréficos para economia agricola, pode também
ser implementado para fins industriais, e auxiliar na produgéo de insumos dos mais
variados setores. Dentro deste segmento, infelizmente, o Brasil ainda ndo produz
goma xantana em nivel industrial, apenas para pesquisa, sendo assim totalmente
dependente da importacdo desse composto amplamente utilizado na industria

nacional.

O desenvolvimento de processos de producdo da goma depende da

otimizacao de fatores como meios de cultivo, condigbes operacionais e tecnologias
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para recuperacdo do composto de interesse. No entanto, com o grande avanco na
area de biotecnologia e engenharia metabdlica, uma parte chave deste processo com
potencial de elevar o patamar da producdo de goma xantana, industrialmente - € o
desenvolvimento de linhagens otimizadas. Nesse contexto, Kundlasch (2017),
desenvolveu um modelo matematico deterministico para a sintese dos monémeros da
goma xantana utilizando a linguagem de programacéo Python. O modelo foi validado
com dados experimentais da literatura, e foi possivel identificar as reacdes catalisadas
por UDP-Glicose pirofosforilase (UDPG-PP) e UDP-Glicose desidrogenase (UDPG-
deH) como sendo os gargalos da via de sintese dos monémeros da goma xantana. O
presente trabalho foi um desdobramento desta pesquisa, buscando validar

experimentalmente as previsdes obtidas in silico.

2. Objetivos

2.1 Geral

O presente trabalho buscou a construcéo de vetores para Xanthomonas
campestris pv. campestris, carregando os genes para as enzimas UDPG-PP e UDPG-
deH, almejando uma maior producédo de goma xantana através da superexpressao de
ambos.
2.2 Especificos
- Avaliar se os vetores ePathBrick sdo funcionais em XCC,;
- Avaliar se uma sequéncia otimizada da proteina CAP (Catabolite
Activator Protein) de E. coli é funcional em XCC para favorecer a expressao de
proteinas recombinantes nesta bactéria;

- Clonar dos genes-alvo, primeiramente de maneira individual, no vetor
escolhido;

- Montar do vetor com sequéncia CAP e posterior clonagem dos genes

de interesse nele;

- Propor uma adaptacdo dos vetores ePathBrick que n&o foram

funcionais em XCC para se tornarem funcionais.

11



3. Reviséo bibliogréfica

3.1 Goma Xantana

Sintetizada por bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas, a
goma xantana (Figura 1) € um polissacarideo natural, que hoje possui grande
relevancia industrial e também ja demonstra um potencial significativo em aplicacfes
mais direcionadas, como entrega de drogas, tratamento de aguas residuais, entrega
de proteinas, engenharia de tecidos e embalagem de alimentos, tudo devido as suas
excelentes propriedades fisico-quimicas, biodegradabilidade e n&o toxicidade,
somando a busca de novas alternativas sustentaveis que nesse contexto envolvem
novas estratégias baseadas em biopolimeros que mostram uma melhoria préspera na
bioeconomia e biotecnologia (HABIBI; KHOSRAVI-DARANI, 2017).

A goma xantana foi descoberta no Northern Regional Research Center
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos no ano de 1963 e rapidamente
ja passou a ser produzida em escala industrial no ano seguinte. O United States Food
and Drug Administration (FDA) liberou a substéncia para utilizagdo em alimentos sem
limitacdo de quantidade, fato importante que demonstrou a seguranca e necessidade
do composto, levando em consideracao que sua maior aplicabilidade esta na industria
de alimentos (PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011). Porém outras aplicacfes da goma
xantana também chamam atencao e se mostram importantes em diversos setores de
grande porte da indUstria, como na area farmacéutica em que é utilizada como agente
suspensor, estabilizante e emulsificante (JANI et al., 2014), na agropecuaria como
agente uniformizador de suspensfes de fungicidas, herbicidas e inseticidas, e até
aplicacdes na recuperacao terciaria de petréleo, especialmente em reservatorios que
apresentam lencois freaticos com altas concentracdes de cloreto de soédio e ions
divalentes (GHOUMRASSI-BARR et al. 2016). Ela é empregada como espessante em
diversos produtos, incluindo produtos de limpeza, acidos para remoc¢ao de ferrugem e
tintas, além disso de maneira geral sua utilizacdo é de especial importancia em
formulacdes baseadas em agua, mais seguras e limpas que composi¢des granulosas

empegadas (ELSHAFEI et al., 2010). Todas essas aplicagdes advieram devido a suas
12



propriedades fisico-quimicas, como apresentar alta viscosidade em baixas
concentracdes, além de uma grande estabilidade, tanto diante de uma variacao
intensa de pH, quanto de temperatura, destacando-se frente a outros polissacarideos
industriais utilizados para os mesmos fins (ROSALAM et al., 2006).

D-Glucose D-Glucose
CHzOH CH,0OH
\K A
pyruvate
Ccoo - —n
”R5
H3C Ré acetate
g D-Mannose
RO
8] @)

OH O @] OH D-Glucuronic acid

RO

D-Mannose il

Figura 1. Estrutura quimica da goma xantana (Petri, 2015)

3.2 Panorama econémico para goma xantana

De acordo com relatério da empresa Global Market Insights, o mercado
global de goma xantana atingiu a marca de mais de 960 milhdes de délares em 2019,
com a previsdo ultrapassar de USD 1,4 bilhGes até 2026 (Figura 2). Dentro deste
cenario infelizmente o Brasil ndo € um produtor de goma xantana voltada para o
comércio, apenas para finalidade de pesquisa, sendo totalmente dependente de
importacbes do composto. Em consulta a plataforma online, Comex Vis,
disponibilizada pelo Ministério da Economia, Industria, Comércio Exterior e Servigos
(MDIC), as importagOes brasileiras de Goma de Xantana em 2018 atingiram um
patamar de 20,86 milhdes de ddlares. Dentre os principais exportadores da goma para
o Brasil em 2019 (Figura 3) estdo, em primeiro lugar a China com 60% do todo,
seguida pela Austria, Franca e Estados Unidos, com 18%, 11% e 8,6%

respectivamente. Ainda ha outros paises que exportam o composto para o Brasil, mas
13



desempenham porcentagens pequenas, como Cingapura, Emirados Arabes Unidos,
Hong Kong, Japéo e Italia (MDIC, 2019).

Global Market Imghh; XANTHAN GUM MARKET

A .. Market Value (2026) CAGR (2020-26)

2019 >$960 MN
i /

CAGR : Pharmaceuticals  Oil & gas Food & Cosmetics
2020-26) I >6% :: application  application  beverage application
e it application

2026 ! >$1.4 BN NA market value g Europe market CAGR

Figura 2. Panorama do mercado global de goma xantana segundo o Global Market
Insights.

Total: US$ 15,36 Milhdes

USE 2,25 Milkies usso U5 B37, 18 Mil

*Variagbes em relacdo ac mesmo periodo do ano anterior.

Figura 3. Principais exportadores da goma para o Brasil em 2019 (MDIC, 2019).

3.3 Viade biossintese

7z

Como observa-se na Figura 4, a goma xantana é um
heteropolissacarideo, composto por duas unidades de B-D-Glicose, duas a-D-
14



Manose, e um B-D-Acido Glicurdnico, o que a classifica como um pentassacarideo, e
estas unidades séo derivadas a partir da via glicolitica com a glicose-6-fosfato como
molécula precursora. A via de biossintese pode ser dividida em duas etapas: a
primeira, caracterizada pela sintese das unidades dos agucares precursores (Figura
4), reacOes catalisadas por cinco enzimas (BECKER et al., 1998), e a segunda, a
etapa de montagem da goma (Figura 5), com um cluster de 16kb e 12 fases de leitura
aberta (ORFs), transcrito em operon, e localizado em regiao diferente no genoma
daquela dos genes responséaveis pelas proteinas da producdo dos precursores
(HARDING et al., 1997).

A Figura 5 representa as reacdes sequenciais de adicdo de acUcares
que formam a unidade de repeticdo do polimero, no qual o esquema geral de
montagem da goma consiste primeiramente na reacéo da glicosiltransferase (GumD)
transferindo um residuo de glicose-fosfato de UDP-glicose (UDPglc) para um
carreador de lipideo localizado na face interna da membrana celular. Nas quatro
etapas de reagcdo subsequentes, GumM, GumH, GumK e Guml adicionam
sequencialmente um segundo residuo de glicose, dois de manose, e um residuo de
glucuronato que advieram de UDPglc, GDP-manose (GDPman) e UDP-glucuronato
(UDPgIcA) respectivamente, com isso forma-se a estrutura de carboidrato de uma
unidade de repeticdo da goma xantana. A manose externa adicionada por ultimo pode
ser piruvilada por GumL, ambas as por¢cdes de manose podem ser especificamente
acetiladas por GumF e GumG, respectivamente.

Finalizando as unidades de repeticdo elas sao translocadas por GumJ
para a face externa da membrana interna, entdo uma vez no periplasma, a unidade
pode ser polimerizada por GumE que transfere polimeros de xantana imaturos para
unidades de repeticdo recém-translocadas. Por Gltimo a goma xantana é exportada,
envolvendo a proteina GumC que estd ancorada na membrana interna com um
dominio periplasméatico substancial, e quando GumC entra em contato com a proteina
da membrana externa GumB, que se presume ter um grande dominio periplasmatico,
os complexos de ambas as proteinas podem entdo formar poros abertos que

permitem a exportacdo da goma xantana madura (VORHOLTER et al., 2007).
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Glicose

ATP )l Glicoquinase
ADP PGI XanB (PMI)
Glicose-6-Fosfato |— | Frutose-6-Fosfato | —— | Manose-6-Fosfato
1 XanA (PGM) 1 XanA (PMM)
Glicose-1-Fosfato Manose-1-Fosfato
GTP
o lfITP UDPG-PP Pirofosfat j XanB (GDPM-PF
Pirofosfato UDPG-deH irofosfato
UDP-Glicose 5 UDP-Acido Glicurénico GDP-Manose

NAD* NADH + H*
Figura 4. Via de sintese das unidades dos acUcares precursores da goma xantana
(Kundlatsch, 2017).
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Figura 5. Modelo mecanistico da sintese de goma xantana em Xanthomonas
campestris (Vorholter et al., 2007).
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3.4 Otimizacao racional do sistema

As ferramentas advindas da Biologia Molecular e técnicas consolidadas
para manipulacao de espécies do género Xanthomonas ja vieram se consolidando ha
bastante tempo, com estudos sendo realizados ha muitos anos (ARLAT et al., 1991;
KAMOUN e KADO, 1990). No entanto, ndo existem na literatura informacdes
referentes ao desenvolvimento de linhagens otimizadas para producdo de goma
xantana advindas de um processo racional. O grande foco dos trabalhos ja
desenvolvidos na area esta relacionado a meios de cultura, condicbes de cultivo e
recuperacdo do composto, com poucos trabalhos em manipulacbes genéticas
voltados para a producéo.

O primeiro passo nesse sentido foi dado pelo trabalho de Kundlatsch
(2017) com o desenvolvimento de um modelo deterministico modularizado para a
identificacdo das etapas limitantes na via de producdo dos mondmeros da goma.
Embora limitado pela auséncia de dados a respeito de mecanismos de regulagéo,
poucos dados sobre a cinética das enzimas da via de sintese dos monémeros e
nenhuma informacéo a respeito das proteinas do operon Gum, o trabalho buscou
encontrar os gargalos que se contornados poderiam aumentar a producédo da goma
xantana. Além disso, o modelo desenvolvido foi planejado de maneira modular,
permitindo assim que conforme novas informacdes sobre proteinas envolvidas na
producdo da goma forem sendo publicadas, elas possam ser adicionadas ao modelo
para permitir novas predi¢des de gargalos. Entdo com a implementacéo desse modelo
em Python e a partir da utilizacdo de informacdes da literatura disponiveis, foi possivel
sugerir que as etapas realizadas pelas enzimas UDPG-PP e UDPG-deH,
responsaveis pelas reacdes de conversao de glicose-1-fosfato a UDP-glicose e
posteriormente a UDP-acido glucurbnico, respectivamente, limitam o fluxo de
producdo dos mondmeros para montagem da goma. Com isso, a construcdo de
linhagens onde nao exista tal limitagcéo, ou seja, onde haja um maior fluxo nas reacoes
citadas, consistiu na proposta final do projeto como um todo buscando maiores

producdes de goma xantana.
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3.5 ePathBrick vectors e sequéncia CAP

Entre as ferramentas disponiveis para expressao de multiplos genes, o sistema
denominado ePathBrick vectors (XU et al., 2012) foi escolhido para este trabalho.
Esses plasmideos constituem uma plataforma para montagem de vetores de
expressdo de varios genes de uma via ou geracao combinatoria 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 posi¢cfes estratégicas,
de forma que os genes clonados podem ser facilmente organizados na forma de
operons, pseudo-operons ou de forma monocistronica, permitindo a criacdo de
configuracdes diversas para expressao dos genes/vias de interesse (Figura 6).

Cada um dos cinco plasmideos ePathBrick apresenta uma origem de
replicacdo diferente, mas todas pertencem ao mesmo grupo de compatibilidade,
permitindo a permanéncia conjunta de mais de um plasmideo do conjunto dentro da
mesma célula. Esse conjunto de vetores foi originalmente desenvolvido para uso em
E. coli, especificamente para linhagens capazes de expressar a RNA polimerase T7
(linhagens DE(3)), pois o promotor utilizado para expresséo dos genes era o T7. Mas
ja existem as versdes dos plasmideos onde o promotor T7 foi substituido pelo
promotor lacUV5 (SILVA et al., 2021), o que possibilita a ampliacdo de sua utilizacao

em qualquer linhagem de E. coli.
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Figura 6. Esquema de montagem das diferentes configuracfes possiveis para
a via de interesse (utilizando 3 genes como exemplo, a partir da combinacao de pares
especificos de enzimas de restricdo). (a) Operon: O agrupamento de genes fica sob
o controle de um dnico sinal regulador (um promotor, um terminador). Essa
configuragéo pode ser alcangada digerindo o vetor doador com pares de enzimas de
restricdo Xbal (X) / Sall (L) e ligando-o ao vetor de destino digerido com Spel (S) / Sall
(L). O local Spel foi retido e pode ser reutilizado para montagem de genes a jusante.
(b) Pseudo-operon: Os genes ficam todos sob o controle de um unico terminador,
porém cada gene com seu promotor, criando um gradiente crescente de nivel de
expressdo. Essa configuracéo pode ser obtida digerindo o vetor doador com pares de
enzimas de restricdo Avrll (A) / Sall (L) e ligando-o ao vetor de destino digerido com
Spel (S) / Sall (L). (c) Monocistrénico: Cada gene possui seu promotor e terminador.
Essa configuragdo pode ser obtida digerindo o vetor doador com as enzimas de
restricdo Avrlli(A) / Sall(L) e o vetor receptor com o par Nhel(N) / Sall(L). (XU et al.,
2012).
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Como relatado por Soby e Daniels (1996), o promotor lac mostra-se funcional
em Xanthomonas, sendo positivamente ativado por uma proteina chamada Clp
(Catabolite repressor-like protein). Clp é classificado como um fator de transcrigdo que
controla multiplos fatores de viruléncia (TAO et al., 2010), e é descrito também que é
reprimido por c-di-GMP. Acontece que esse composto responsavel pela represséao,
guando em altas concentracdes celulares, é hidrolisado como resposta a mecanismo
de quorum sensing (RYAN et al., 2006). Com isso, Clp ndo € mais reprimido e resulta
em transcrigdo dos genes de viruléncia.

Sabe-se que as enzimas da via da goma xantana (operon gum) também séo
reguladas pela proteina Clp (HE et al., 2007), logo o sistema heterélogo deve permitir
que a super-expressao das proteinas UDPG-PP e UDPG-deH aconteca de maneira
anéloga a naturalmente encontrada nas células. Além disso, o sistema podera ser
reprimido pela proteina Lacl codificada nos plasmideos da colecdo, evitando o
vazamento da expressao dos genes clonados. Alternativamente, também poderia ser
possivel promover a inducéo do sistema de forma independente da proteina Clp, se
desejado, pela adicdo de IPTG ou lactose ao meio de cultivo.

Ainda nesse contexto da proteina Clp, este trabalho buscou o teste de uma
sequéncia consenso de reconhecimento da proteina denominada CAP (catabolite
gene activator protein) de Escherichia coli (EBRIGHT et al., 1989). Essa é uma
proteina de ligacdo especifica de sequéncia de DNA envolvida na regulacdo de
transcricdo génica. Na presenca do efetor alostérico AMP ciclico (CAMP), a proteina
CAP se complexa com o mesmo e liga-se a sitios de DNA alvo especificos em
promotores ou regides proximas a eles, assim estimulando positivamente a iniciagao
da transcricdo. Como € o caso, por exemplo, do operon lac em E. coli, no qual esse
sistema desempenha a capacidade de regular a transcricdo de genes sob controle do
promotor lac em E. coli (EBRIGHT et al., 1989). Trabalhos internos do grupo ja
demonstraram um alto poder de aumento da expressao dos genes sob o promotor lac
precedido da sequéncia de reconhecimento de CAP (dados néo publicados) em E.
coli. Dada essa vantagem do sistema descrito acima, e propriamente pela proteina
CAP ser analoga a Clp de Xanthomonas, o presente trabalho buscou testar essa
sequéncia de reconhecimento devido sua maior afinidade pelo promotor lac, ja

presente nos plasmideos de trabalho da colecé&o de vetores ePathBrick, esperando-
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se observar um reconhecimento por Clp e entdo promover um nivel maior de

transcricdo dos genes controlados por lac.

3.6 Xanthomonas campestris como principal produtora de

goma xantana

Estudos envolvendo a coloracdo de polissacarideos mostram que muitos
isolados de Xanthomonas ssp. apresentam polissacarideos capsulares
frequentemente associados de forma livre as células. Este polissacarideo capsular é
a goma xantana, e Xanthomonas campestris € 0 microrganismo mais comumente
empregado e estudado para a producdo industrial de xantana (GARCIA-OCHOA et
al., 2000).

Glicose e sacarose s&o os substratos mais utilizados como fontes de carbono
na producdo comercial de goma xantana, mas dentro do processo de producao
comercial da goma o custo do meio de fermentacéo € visto como uma oportunidade
econbmica a ser explorada. Por esse motivo, estudos tém se concentrado no uso de
residuos industriais como alternativas naturais de baixo custo para servir de substrato
na producao de goma, como por exemplo a polpa de beterraba, aguas residuais de
moinhos de azeite, residuos agricolas, hidrolisados acidos, amido ndo modificado,
soro de queijo e melago de cana-de-acucar. Usar melaco € uma boa alternativa para
meios sintéticos, mas seu uso como Unica fonte de carbono leva a uma fase de
laténcia prolongada no crescimento celular e um aumento de viscosidade (HABIBI;
KHOSRAVI-DARANI, 2017).

Na literatura sdo relatados diversos estudos acerca da producdo de goma
xantana por diferentes subespécies de Xanthomonas campestris, porém algumas
delas sdo mais eficientes na producdo da mesma, como é o caso da linhagem de
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 (KENNEDY e BRADSHAW, 1984), que tem
sido amplamente utilizada para fins de producéo industrial da goma (JEANES, 1974;
SUTHERLAND, 1993). Porém para este trabalho, inicialmente, foi escolhida a
linhagem de Xanthomonas campestris sub. campestris, ATCC 33913, que possui
genoma sequenciado e torna mais facil o desenho de primers especificos, para
resgate das sequéncias dos genes de interesse, e posteriores consultas a regides do

genoma.
21



4. Material e métodos

4.1 Linhagens bacterianas

4.1.1 Xanthomonas campestris sub. campestris

Células de Xanthomonas campestris sub. campestris ATCC 33913, foram
adquiridas da Fundacdo André Tosello, e foram utilizadas durante o trabalho para a
extracdo do DNA gendmico, buscando o isolamento dos genes de interesse, e
também como hospedeiras das construcdes plasmidiais finais para super-expressao
dos mesmos. O cultivo desta bactéria foi feito utilizando o meio de cultura caldo
nutriente (CN), e temperatura 6tima de crescimento de 28-30°C, como descrito pela
plataforma da aquisi¢éo da linhagem.

Para alguns testes iniciais a linhagem de Xanthomonas citri sub. citri 306 foi
utilizada, e esta foi doada pela Prof.2 Dr.2 Maria Teresa Marques Novo-Mansur, do
Departamento de Genética e Evolugéo da Universidade Federal de Sao Carlos, e seus

parametros de cultivo seguiram os mesmo de XCC.

4.1.2 E. coli DH5a

Para a clonagem das sequéncias de interesse foi utilizada a linhagem de E.
coli DH5a. Para o crescimento bacteriano e para a producéo das proteinas em E. coli
as células foram cultivadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) contendo antibidtico,

temperatura 6tima de crescimento a 37°C e agitacdo de 250 rpm.

4.2 Testes de resisténcia a antibioéticos

Células de Xanthomonas campestris sub. campestris foram submetidas a um
teste de resisténcia a antibidticos para auxiliar na escolha do plasmideo de trabalho,
evidenciando possiveis resisténcias naturais. Para esse teste as bactérias foram

distribuidas em diferentes placas, contendo meio CN-Agar junto a diferentes
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concentracfes de antibidticos (canamicina, streptomicina, cloranfenicol e ampicilina,
conforme tabela 1), e posteriormente incubadas por 72 horas a 30°C para observar

seu desenvolvimento.

Tabela 1. Concentracfes de antibidtico utilizadas para teste de resisténcia.

Plasmideo Antibidtico Concentracéo (ug/mL)
pRSM4 Canamicina 50
pACM5 Cloranfenicol 25
pETM7 Ampicilina 80
pCDM5 Streptomicina 50
pCOM5 Canamicina 50

4.3 Desenho de primers e simulacbes de PCR e clonagem

Os primers para recuperacdo e screening dos genes de interesse foram
desenhados com auxilio do software SnapGene, um programa que oferece uma
maneira mais rapida e facil de planejar, visualizar e documentar a clonagem de DNA
e PCR, permitindo anotar recursos e fazer o design de primers.
Durante o desenho dos primers, a partir das sequéncias dos genes de interesse
obtidos no banco de dados do NCBI, sequéncias de enzimas de restricdo foram
adicionadas nas extremidades para permitir a futura clonagem dos genes amplificados
no plasmideo de interesse. Alguns parametros foram analisados de modo a garantir
um melhor desempenho para as reagdes de amplificacdo por PCR: a ferramenta
OligoAnalyser, disponivel no site da Integrated DNA Technologies (IDT)
(https:/lwww.idtdna.com/calc/analyzer) foi utilizada para determinar a porcentagem do
conteudo de GC e da temperatura de melting (TM), assim como para verificar a
formacéo de Self-dimer, hetero-dimer e formacao de hairpins.
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Através do software SnapGene foi possivel simular reaces de PCR com os
primers desenhados e obter como produtos os genes com o0s sitios de restricao,
confirmando o desenho correto dos primers. ApOs essa etapa também foi feita a
restricdo tanto dos genes quanto da sequéncia do plasmideo, permitindo uma
simulacdo da reacédo de ligacdo entre gene e o plasmideo escolhido, tornando assim

possivel prever como seria o produto final (Figura 7 e 8).

INSERT
FRAGMENT

NdelI (1053) — KpnlI (1107)

NdelI (5) — Kpnl (986)

Replace ]Insert

Ndel Kpnl

|

Amplified UDP-PP
990 bp

pRSM4
3874 bp

—— Ndel

(History Hidden)

Amplify 1 .. 975 using:

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

1 975

UDP-PP

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

Figura 7. Esquema da clonagem individual do gene para UDPG-PP para montagem

do plasmideo pPRSm4_PP
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INSERT
FRAGMENT

3874 bp

(History Hidden)

Replace
Ndel (1053) — XhoI (1109)

Insert
Ndel (5) — Xhol (1354)

Xhol

UDPG-deH CDS >

Amplified UDP-deH
1362 bp

Amplify 1 .. 1347 using:

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

1347

UDPG-deH CDS____ >

Cloned_pRSm4_(UDP-deH)

UDP-deH (CDS)
1347 bp

Figura 8: Esquema da clonagem individual do gene para UDPG-deH para montagem

do plasmideo pRSm4_deH.

Para as etapas de screening foi desenhado um par de primers “genéricos” para

amplificar o maltiplo sitio de clonagem do plasmideo (MSC), permitindo assim verificar

a presenca ou nao de genes na regido do MSC e podendo ser empregados no

screening de qualquer gene inserido no plasmideo. Outros primers que se fizeram

necessarios, como apontado nos resultados, se encontram descritos na tabela de

primers (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados para os diferentes.

Procedimento Identificacao Sequéncia (5’ - 3’) Enzima de
restricéo
- Primer F UDPG-deH CTACATATGCGAGTTGCGATCTTTGG Ndel
Recuperacéo e
Primer R UDPG-deH GAACTCGAGTCATGCATGCAGCGAACG Xhol
clonagem dos genes i
Primer F UDPG-PP CTACATATGAGCAAGCGTATTCGCAAGG Ndel
de interesse
Primer R UDPG-PP  AATGGTACCTCAAGCATGGCACCACTCTTC Kpnl
. Primer F Screening GGTGATGTCGGCGATATAGG -
Screening do MSC i i
Primer R Screening GAGAGCGTTCACCGACAAAC -
Screening Primer F Kan CTCATCGAGCATCAAATGAAACTGC -
resisténcia Primer R Kan GAGCCATATTCAACGGGAAACGTC -

Canamicina

4.4 Clonagem das ORFs e construcao dos plasmideos.

Os procedimentos de clonagem foram realizados segundo Sambrook e
Russell (2001). Os dois genes de interesse foram amplificados por PCR (Polymerase
Chain Reaction) a partir do DNA gendmico de X. campestris sub. campestris, que foi
extraido com o kit comercial AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep kit (Axygen),
e as condi¢cdes utilizadas no termociclador (Px2 Thermal Cycler, Thermo Electron

Corporation®) para recuperacdo deles podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros para PCR

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo Descricao
1 95 5 min Desnaturagao
95 15 seg Desnaturagao
30 Tm* 30 seg Hibridizacéo
72 1min/kb Extenséo
1 72 5 min Extenséo
1 4 - Manutencéo

*Tm = Temperatura de melting = Neste caso ela é calculada pela média das Tm dos primers

Foward e Reverse e é subtraido o valor de 5
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As reacdes eram compostas por 25 L de Taq High Fidelity Pol Master Mix 2X ®
(Cellco®), 2,5 uL do mix dos primers (concentracdo final de 10 pmol/uL de cada
primer), e aproximadamente 50 ng de DNA molde. Com isso, X yL de agua eram
adicionados de maneira a reagao final atingir 50,0 pL.

Depois dessa etapa de aumento do niamero de cépias do DNA, o mesmo foi
purificado a partir do recorte da banda de interesse do gel de agarose, utilizando o kit
Wizard ® SV gel and PCR clean-up system (Promega ®). O DNA entéo foi digerido
com enzimas de restricdo adequadas, indicadas nos primers de cada gene na tabela
2, e ligado ao plasmideo pRSM4 da série ePathBrick vectors (extraido de células
DH5a com o kit Wizard® Plus SV minipreps DNA purification system (Promega®). As
reacoes de ligacdo foram realizadas utilizando a proporc¢éo 3:1, de inserto para vetor,
mantendo como padrdo a quantidade de 75 ng de vetor, e o célculo do inserto, que
leva em consideracé@o o tamanho de cada molécula de DNA, foi realizado através da
calculadora online (NEBioCalculator). A montagem das ligacdes consistiu em 4 uL de
Fast Ligase Buffer (tampéo) (Thermo Scientific ®), 1 yuL da enzima Fast Ligase
(Thermo Scientific ®), os 75 ng de vetor, X de inserto (resultado da calculadora), e X
UL de agua até completar 20 pL de reacdo. Uma vez a reacdo montada, a mesma
era incubada em temperatura ambiente overnight.

A reacéo de ligacao foi utilizada para transformacao de células de E. coli DH5a
quimiocompetentes pela técnica de choque térmico. Apds extracdo dos plasmideos
das células de E. coli, os mesmos foram transferidos para Xanthomonas
eletrocompetentes pela técnica de eletroporacdo, conforme descrito no préximo
tépico.

Os plasmideos utilizados e gerados durante o trabalho podem ser consultados
na tabela 4 abaixo:
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https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

Tabela 4. Plasmideos utilizados e construidos.

Nome Gene Resistencia Referéncia
pRSM4 - Canamicina Silva et al., 2021
pETM7 - Ampicilina Silvaetal., 2021
pCOM5 - Canamicina Silva et al., 2021
pACM5 - Cloranfenicol Silvaetal., 2021
pCDM5 - Streptomicina Silvaetal., 2021
pRSM4_mc m_cherry Canamicina LaFaC
pRSM5 CAP Canamicina Este trabalho
pRSM4_deH UDPG-deH Canamicina Este trabalho
pRSM4_PP UDPG-PP Canamicina Este trabalho
pRSM5_mc m_cherry Canamicina Este trabalho
pRSM5_PP UDPG-PP Canamicina Este trabalho
pRSM5_deH UDPG-deH Canamicina Este trabalho

4.5 Técnicas de transformacéo e preparo de células

competentes

Preparacéo de células eletrocompetentes de XCC e

eletroporacao

Linhagens de Xanthomonas sp. foram transformadas pela técnica de
eletroporacdo, que consiste na utilizacdo de células eletro-competentes para
internalizacdo da construcdo de DNA através de pulso elétrico, seguindo o protocolo
descrito por Wang et. al. (2016). O preparo dessas células competentes consistiu em
primeiramente realizar o cultivo da Xanthomonas em 100 mL de LB, em Erlenmeyers
de 1L, até que a DO (600 nm) atingisse 0,25, seguindo-se para uma centrifugacao a
4000xG a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido
em 25 mL de agua deionizada estéril gelada. Em seguida, uma nova centrifugacéo
com 0s mesmos parametros anteriores foi realizada, e o sobrenandante foi novamente
descartado e o pellet ressuspendido dessa vez em 12,5 mL da agua deionizada estéril
gelada. Duas novas centrifugacdes foram realizadas, ainda nos mesmos parametros
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e com o sobrenadante sendo descartado, sendo que o primeiro pellet foi
ressuspendido em 10mL glicerol 10% gelado e estéril e o segundo em 1 mL do glicerol
10% gelado. Uma ultima etapa de centrifugacao foi realizada com a ressuspenssao
final em 0,5 mL da solugdo 10% de glicerol, seguindo-se para aliquotagem de 40 uL
em eppendorfs de 1,5 mL e estoque em ultrafreezer a -80°C até momento de uso.

O procedimento da eletroporacdo foi conduzido com 1 eppendorf de células
competentes preparadas anteriormente, descongeladas em gelo, e misturadas com
100 a 200 ng de DNA, ndo ultrapassando o limite de 10% do volume de células
competentes. A eletroporacao foi entdo conduzida em cubetas de 0,1 cm de gap, e
mantidas em gelo até o momento da descarga elétrica utilizando o eletroporador BIO-
RAD Gene-Pulser Xcell™. O pulso foi configurado para 15 KV/cm, capacitancia de 25
MF e resisténcia de 200 Q e entéo realizado com menos de 1 minuto apds a mistura
das células competentes com o0s plasmideos. Apdés o0 pulso, imediatamente foi
adicionado 1 mL de meio LB gelado na cubeta, realizando-se gentiimente a
homogeneizacdo de todo contetdo, que foi posteriormente transferido para um
eppendorf de 1,5 mL estéril, e foram entdo incubadas a 28°C em agitador a 200 rpm
por 2 horas. A Ultima etapa consistiu no plagueamento de uma aliquota dessas

células, geralmente 100 pL, em placas de meio CN-Agar com o devido agente seletivo.

4.6 Etapas de Screening

As etapas de screening, para confirmacdo da internalizacdo do plasmideo pelas

bactérias, utilizadas durante esse trabalho podem ser divididas trés.

A primeira delas foi a utilizacdo do proprio marcador de selecdo de resisténcia a

antibiotico presente nos plasmideos (Tabela 1), no qual o crescimento da bactéria no meio

seletivo para 0 mesmo, indica a presenca do dado plasmideo. Porém somente esta etapa

de screening pode oferecer resultados falso positivos quando se esta analisando a

clonagem de um gene de interesse dentro do plasmideo, pois pode ter ocorrido

recircularizagdo sem a insergéo do gene.

Para isso uma segunda etapa de screening, a de PCR de colbnia, foi empregada,

utilizando dos primers descritos na tabela 2, sendo possivel verificar a presenca do
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plasmideo e do gene de interesse através da amplificacdo dos mesmos, pela técnica de
PCR, e verificacdo em gel de agarose através de eletroforese.

A terceira etapa de screening foi através da restricdo, em que apoOs extracao
plasmidial, com as devidas enzimas de restricdo, verifica-se o tamanho das bandas
apresentadas no gel de agarose durante o processo de eletroforese e analisa-se se as

mesmas estdo dos tamanhos esperados.

5 Resultados e discussao

5.1 Testes iniciais e escolha do plasmideo

Antes da aquisi¢éo da linhagem de XCC, testes iniciais foram realizados
em XAC, doadas pela Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo Mansur do
Departamento de Genética e Evolucao (DGE) da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar), com o proposito de fornecer um panorama geral do género Xanthomonas
em relacdo a resisténcias naturais de antibiéticos e comportamento perante
eletroporacao dos plasmideos da colecdo dos ePathBrick vectors. Para XAC, dentre
0s antibidticos testados (canamicina, streptomicina, cloranfenicol e ampicilina), foi
observada resisténcia natural somente para ampicilina, excluindo o pETMS5 dos testes
para eletroporacdo. Em cultivo apds as eletroporac6es com os outros plasmideos da
colecdo, colonias foram observadas para os plasmideos pRSM4, pCDM5 e pCOMS5,
e ndo foram observadas col6nias para pACMb5, todos cultivados em meios de cultura
com seus respectivos marcadores de selecdo. Atravées de PCR de colbnia e de
culturas liquidas, utilizando os primers Screening_F e Screening_R (Tabela 2), foi
observada a presenca dos plasmideos em algumas das coldnias bacterianas (Figura
9), na qual esperava-se uma banda de aproximadamente 480 pb para os plasmideos
vazios, e banda de 1119 pb para o pRSM4_mc, que carrega 0 gene da proteina
fluorescente m_cherry. As reacdes de PCR que utilizaram de culturas liquidas néo
acusaram a presenca do plasmideo mesmo apresentando crescimento em meio com
antibiotico seletivo, e 0 mesmo ocorreu para algumas colénias advindas da placa de

meio solido (pogos 5, 6 e 8 da figura 9).
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Figura 9. Gel de agarose resultante da reacdo de PCR do teste de eletroporacdo em
XAC. De 1-15 foram utilizadas colonias de placas com meio solido como molde, sendo
de 1-4 pRSM4_mc; 5-8 pCOM5; 9-12 pRSM4; 13-15 PCDM5; de 16-19 foram
utilizadas bactérias em meio liquido cultivadas overnight como molde, sendo 16 —
pRSM4, 17 - pCDM5, 18 — pCOM5 e 19 — pRSM4_mc; 20 controle negativo; 21
controle positivo com pRSM4_mc ; L é o padrdo de tamanho molecular.

ApoOs aquisicao da linhagem de XCC os mesmos testes foram realizados
e com isso também foi observada resisténcia natural a ampicilina, excluindo o
plasmideo pETM5 como escolha de vetor de trabalho. Logo, os outros quatro
plasmideos foram eletroporados em XCC e observou-se poucas colbnias apés
incubacéo, mas presentes para todos os plasmideos, e ainda em compara¢do com a
XAC houveram col6nias na placa para o plasmideo pACM5.

Em seguida, foi realizada PCR de colénias com 0s mesmos primers
anteriores, esperando o mesmo padrao de bandas, 480 pb para os plasmideos vazios
e 1119 pb para o pPRSM4_mc, e os resultados obtidos estdo na figura 10. A mesma
situacdo curiosa observada em XAC ocorreu para XCC, no que se diz a respeito de
haverem col6nias que cresceram no antibiético e no teste de PCR nao ser observada
nenhuma banda esperada, adicionando-se ainda o aparecimento de bandas
inespecificas nas amostras 4,5,12,13,14 e 15 (circuladas em vermelho na figura 10)
gue nao correspondem a nenhuma amplificacao esperada, e que néo estao presentes
nos padrdes positivos. Entretanto, as bandas mais baixas das mesmas amostras

correspondem ao tamanho esperado de 480 pb para os plasmideos vazios.
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Figura 10. Gel de agarose resultante da reacdo de PCR do teste de eletroporacdo em
XCC utilizando colénias como molde. 1-3 pPRSM4_mc, 4-6 pCDM5, 7-9 pCOMS5, 10-
12 pPRSM4, 13-15 pACMb5, 16 controle negativo, 17 controle positivo com pRSM4_mc,

18 controle positivo com pRSM4, L € o padrdo de peso molecular.

Apesar de a colecao de plasmideos ter sido desenvolvida inicialmente
para E. coli, os resultados dos testes de eletroporacdo demonstrados sugeriram uma
possivel funcionalidade dos mesmos em Xanthomonas, ja que foi observado o
crescimento de coldnias nos meios seletivos com antibiéticos e foi possivel amplificar
as bandas de tamanho esperado nos testes de PCR de col6nia. Dessa forma, os
plasmideos pCDM5, pRSM4 e pACM5 se mostraram como opgdo de vetores de
trabalho. Com isso, o plasmideo pRSM4 foi escolhido para dar continuidade, primeiro
por apresentar marcador de antibiético de nao resisténcia natural em XCC e também

por possuir um alto numero de cépias em comparacao aos demais.

5.2 Amplificagcéo dos genes de interesse

Apbs a extracdo gendmica de XCC, foi realizada uma reacdo de PCR
para amplificagdo dos genes de interesse UDPG-PP e UDPG-deH, utilizando os
respectivos pares de primers para cada gene (Tabela 2), desenhados a partir do
genoma sequenciado da linhagem de XCC, obtido no banco de dados NCBI. A reacéo

foi aplicada em gel de agarose e o resultado pode ser observado na figura 11,
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evidenciando as bandas que correspondem com o tamanho esperado dos genes de
975 pb para UDPG-PP e 1347 pb para UDPG-deH. Por sua vez as bandas contendo
0os genes foram recortadas do gel e o procedimento de purificagdo foi realizado.
Salienta-se que, nas extremidades dos primers para recuperacdo dos genes, foram
inseridas as sequéncias de enzimas de restricAo compativeis com os plasmideos
ePathBrick.

Figura 11. Gel de agarose resultante da eletroforese dos produtos de PCR a patrtir de
DNA genomico de XCC para obtencéo dos genes de interesse UDPG-PP e UDPG-
deH. 1 - UDPG-PP; 2 - UDPG-deH; 3 - controle negativo; L é o padrao peso molecular

5.3 Montagem dos plasmideos

Os plasmideos pRSM4_PP e pRSM4_deH foram montados carregando
respectivamente os genes para as enzimas UDPG-PP e UDPG-deH. Para isso 0s
genes purificados da reacdo de PCR do DNA gendmico de XCC foram digeridos,
assim como o pRSM4, cada um com sua respectiva combinacdo de enzimas,
Ndel/Kpnl para UDPG-PP e Ndel/Xhol para UDPG-PP (Figura 12). Posteriormente a
reacao de ligacdo, os novos plasmideos construidos foram transformados em E. coli
DH5a e reacbes de PCR de colonia foram conduzidas para confirmacdo das novas
montagens. O resultado positivo pode ser observado nas imagens 13 e 14. O
resultado positivo para pPRSM4_deH nao pode ser confirmado pelo aparecimento de
bandas inespecificas na figura 13, e entédo o processo de PCR foi realizado novamente

e o resultado positivo foi confirmado na figura 14.
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Figura 12. Gel de agarose resultante da eletroforese das reacdes de digestdo para
posterior montagem dos plasmideos de interesse. 1 — UDPG-PP (Ndel/Kpnl); 2 —
UDPG-deH (Ndel/Xhol); 3 — pPRSM4 (Ndel/Xhol); 4 — pRSM4 (Ndel/Kpnl).

Figura 13. Gel de agarose resultante da eletroforese das reacdes de PCR de colonia.
1- pPRSM4_PP, 2-3-4 pPRSM4_deH, 5 - positivo UDPG-PP, 6 — positivo UDPG-deH, 7
— controle negativo, L — padrdo de peso molecular.
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Figura 14. Gel de agarose resultante da eletroforese das reacdes de PCR de colonia.
1-3 pRSM4_deH, 4 — controle negativo, 5 — positivo UDPG-deH, L — padréo de peso

molecular.

Para testes com a sequéncia CAP, o plasmideo pRSM5 foi montado.
Para isso, a sequéncia de interesse foi retirada do plasmideo pETM8 (Interno/grupo)
com o uso das enzimas de restricdo Sacl/Avrl, e ligada ao plasmideo pRSM4 entre os
mesmos sitios de restricdo, como esquematizado na figura 15. Para confirmar a
montagem do plasmideo pRSM5, contendo a regido da sequéncia CAP, foi feita uma
reagdo de PCR em que um dos primers utilizados se hibridiza exatamente sobre a
sequéncia CAP. Uma banda de aproximadamente 1800 pb era esperada para

confirmacéo da correta montagem do pRSM5, como pode ser observado na figura 16.
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Figura 15. Recorte do esquema do plasmideo pETM8, no qual a parte azul
selecionada representa a regido selecionada para clonagem da sequéncia CAP no
pRSM4.

Figura 16. Gel de agarose resultante da eletroforese das reacdes de PCR de colonia
para construcéo do plasmideo pRSM5. 1-5 pRSM5, 6 — controle negativo, 7 - controle

positivo com pETMS, L — padrdo de peso molecular.

Anteriormente ja havia sido realizada a montagem do plasmideo
pRSM4 _mc carregando um gene repoérter, fluorescente na cor rosa, denominado
mCherry, posteriormente utilizado em outro trabalho do grupo para avaliagédo e
quantificacdo da expresséo de genes nesse plasmideo. O gene mCherry foi retirado
de um plasmideo do repositdrio interno do grupo através de digestao, e sua clonagem

foi realizada no pRSM4.
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Assim como no pRSM4, os genes de interesse também foram clonados
no pRSM5, obtendo-se assim 0s novos plasmideos pRSM5 mc, pRSM5 PP e
pRSM5_deH. A confirmacgé&o das construcdes foi feita por PCR de colonias, utilizando
os primers para amplificacdo do multiplo sitio de clonagem do plasmideo para o
pRSM5_mc, e os primers especificos para cada gene no caso de pRSM5 PP e
pRSM5_deH. O resultado do eletroforese em gel de agarose pode ser observado na

figura 17.

ahaRBIe - 238

Figura 17. Géis de agarose resultantes da eletroforese das reac¢des de PCR de colonia
para confirmacdo da montagem dos plasmideos pRSM5 mc, pRSM5 PP e
pRSM5_deH. (A) 1 — pRSM5_mc, 2 — controle positivo pRSM4_mc, 3 — controle
negativo com pRSM4, L — padrdo de peso molecular. (B) 1-11 pRSM5_PP, 12-22
pRSM5 deH, 23 — controle negativo PP, 24 — controle negativo deH, 25 — controle
positivo PP, 26 - controle positivo deH, L — padréo de peso molecular.

5.4 Eletroporacéo e screenning

Uma vez que todos os plasmideos de interesse haviam sido construidos
em E. coli DH5alfa, a préxima etapa foi a tentativa de insercdo dos mesmos em XCC,
pela técnica de eletroporacdo, e os plasmideos eletroporados foram o pRSM4,
pRSM4_mc, pRSM4_PP, pRSM4 _deH, pRSM5, pRSM5 mc, pRSM5 PP,
pRSM5_deH. Os resultados de plagueamento apés a eletroporacdo e posterior

incubacdo foram inicialmente promissores para todos os casos, observando-se o
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aparecimento de colbnias nas placas com a presenca do antibiético Canamicina,
marcador dos plasmideos da linha pRSM.

Seguiu-se para uma confirmacao por PCR de col6nia, que utilizou-se de
um par de primers diferentes dos utilizados para amplificagéo inicial dos genes na
etapa de clonagem para evitar falsos positivos, ou seja, amplificacdo dos genes a
partir do genoma. Dessa forma, o par de primers de screening (Tabela 2) foi utilizado,
pois se ancoram de maneira a amplificar o multiplo sitio de clonagem (MSC) dos
plasmideos utilizados, resultando em uma banda de 456 pb em casos de ndo conter
nenhum gene no MSC, e uma banda de 456 pb + o tamanho do gene clonado, em
casos positivos. Contudo, todos os resultados foram negativos, pois os géis de
eletroforese ndo apresentavam a banda esperada em nenhum dos casos, mesmo com
repeticdes do procedimento de PCR e posterior gel da reagdo. No entanto, esse
resultado despertou a curiosidade pelo fato da aquisi¢do de resisténcia ao antibiético
pela bactéria, pois nem mesmo a banda de plasmideo sem inserto (456 pb) foi
observada.

Como primeira etapa de investigacdo das XCC resistentes ao antibidtico
mas negativas na PCR de colbnia, foi realizada a extracédo plasmidial dessas bactérias
e uma pequena quantidade (~40 ng/pL) de material genético foi recuperada. Porém
ao utilizar esse material como molde para PCR com os primers para o MSC, os
resultados continuaram sendo negativos. Esse material foi diretamente aplicado no
gel de agarose para verificar o tamanho do mesmo, e nenhuma banda nitida foi
observada, descartando a possibilidade de ser o plasmideo tanto vazio, quanto com
gualquer um dos genes inseridos.

Um novo protocolo de preparo de células de XCC eletrocompetentes
(Wang et. al, 2016), baseado em solucgdes de glicose para as etapas de lavagens, foi
aplicado para tentar alcancar resultados diferentes, porém o0 mesmo comportamento
anterior foi observado.

No inicio dos resultados, no topico de testes iniciais, foram apresentadas
PCRs de colbnias, tanto de XAC quanto de XCC, que mostravam bandas no gel de
agarose que evidenciavam a presencga de plasmideos. E entdo, retornando a estas
linhagens que estavam estocadas a -80°C, e refazendo os testes, agora as mesmas
apresentaram os problemas descritos aqui: 0 crescimento no antibiético de selecéo

era observado, mas buscas pela presenca do plasmideo resultavam negativamente,
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tanto através de PCRs, quanto através de extracdo plasmidial, demonstrando alta
instabilidade dos plasmideos nas células de Xanthomonas.

Para investigar a aquisi¢cdo de resisténcia das células a Canamicina, foi
feito o desenho de novos primers para amplificar uma regido interna do gene do
plasmideo responsavel pela resisténcia a Canamicina (Tabela 2) para investigar se a
resisténcia ao antibidtico seria proveniente do gene contido no plasmideo. Apos
reacao de PCR de colonia das XCC resistentes e posterior corrida em gel de agarose
(Figura 18), foi observada a amplificacdo esperada de 805 pb, mostrando a possivel
origem da resisténcia a Canamicina, embora ndo tenha sido possivel confirmar a
presenca do plasmideo, como discutido anteriormente. Por isso, foi levantada a
hip6tese de que uma recombinagdo pudesse estar integrando esse gene de
resisténcia ao antibiético no genoma das células, explicando seu fenétipo de
resisténcia a Canamicina mesmo nao carregando o plasmideo. Para embasar a
hipétese da recombinacdo, um alinhamento pela ferramenta BLAST do NCBI foi
realizado entre a sequéncia gendmica da linhagem de XCC e o plasmideo pRSM4
vazio para verificar se havia alguma regido de similaridade entre as sequéncias que
pudesse ser empregada pela maquinaria celular para promover o evento de
recombinacdo. No entanto, o resultado retornado pela ferramenta dizia que nenhum
alinhamento relevante havia sido encontrado (Figura 19), descartando, a principio, a
possibilidade de ocorréncia de uma recombinacdo homologa. Para o caso dos
plasmideos que continham os genes que a XCC ja carrega, poderia haver essa
possibilidade de recombinacéo, mas essa hipotese nao podia explicar a aquisicéo de
resisténcia pelas células transformadas com os plasmideos vazios (pRSM4 e
pRSM5). Dessa forma, a possibilidade de uma recombina¢cédo ndo homéloga (NHEJ)
(Figura 20) foi levantada, pois a linhagem utilizada ndo possui delegcdo de genes de

recombinases.
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Figura 18. Gel de agarose resultado da eletroforese das reacdes de PCR de

le

colonias de XCC resistentes a Canamicina. 1-8 coldnias de XCC resistentes a

Canamicina, 9 - controle negativo, 10 — controle positivo com pRSM4, L - padréo de

peso molecular.
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Figura 19. Resultado obtido ap6s teste de alinhamento da sequéncia do genoma de
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plasmideo pRSM4.
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Figura 20. Esquema de uma insercdo de gene pelo mecanismo de non homologous
end joining (NHEJ).

Para investigar a questdo da instabilidade aparente das construcdes
baseadas nos plasmideos pRSM, foram realizadas eletroporacbes dos outros
plasmideos do grupo dos ePathBrick vazios, buscando algum cuja permanéncia na
célula pudesse ser confirmada, tendo em vista que as diferencas entre eles sdo as
diferentes origens de replicacéo e diferentes marcadores de resisténcia a antibioticos.
Infelizmente 0 mesmo comportamento foi observado para todos os plasmideos
testados: poucas colonias na placa, em torno de 4-5, mesmo plagueando todo
conteudo de células apos eletroporacdo, concentradas por centrifugacdo. Estas
colénias mostravam-se resistentes ao antibiético marcador, mas apresentavam
resultados negativos nas reacdes de PCR de colbnia com primers para amplificacao
do MCS.

Embora todos os plasmideos da cole¢cédo possuam diferentes origens de
replicacéo, o fato de todos n&o terem se mostrado funcionais em Xanthomonas pode
ser devido a eles pertencerem ao mesmo grupo de compatibilidade (XU, et al. 2012).
Isso significa que todos eles sdo compativeis uns com 0s outros e podem coexistir
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dentro da mesma célula, o que os aproxima na caracteristica de espectros de
hospedeiros, ndo contradizendo o ndo funcionamento de todos eles em um dado
hospedeiro. E o0 ndo funcionamento de uma origem de replicacao pode estar atrelado
aos mecanismos de replicacao e particao que ela pode conferir, pois o espectro de
hospedeiros de um plasmideo, conferido pela sua ori, se relaciona se ha ou ndo, uma
compatibilidade entre as enzimas necessarias para o plasmideo e as presentes no
hospedeiro para todo o processo de manutencdo, desde a enzima necesséria para
clivagem da ori, quando necesséria, replicacdo do plasmideo, até as do sistema de
particionamento, que garantem que as células filhas terdo o plasmideo (SNYDER et
al., 2013). Snyder traz como exemplo a ori ColE1, ori de plasmideos como o pETM7,
que fazem parte dos ePathbrick, mas que néo foi testado em Xanthomonas pela
resisténcia natural ao antibiético marcador. Porém essa ori é relatada como de estreito
espectro de hospedeiros, sendo funcional somente em E. coli e algumas outras

espécies de bactérias intimamente relacionadas, como Salmonella e Klebsiella.

6. Proposta de construcéo de plasmideos para uso em XCC

Como proposta alternativa aos vetores do grupo dos ePathBrick, que
neste presente trabalho ndo se mostraram funcionais em Xanthomonas, a montagem
de um novo plasmideo foi planejada utilizando parte do esqueleto dos ePathBrick,
buscando manter-se toda a flexibilidade e vantagens que eles trazem, como as
possibilidades de montagens dinamicas de rotas metabolicas, mas combinada a uma
nova origem de replicacédo.

Assim, essa proposta consiste em trocar a regiao da ori original de algum
plasmideo da colecdo, como o pPRSM4, por alguma origem de replicacdo funcional ja
descrita para Xanthomonas. Para isso, foi realizada uma reviséo na literatura, mas um
namero muito reduzido de trabalhos foi encontrado relatando o uso e funcionalidade
de algum plasmideo em células do género Xanthomonas. Entre os resultados da

busca, verificou-se que a Sa ori foi utilizada em trabalhos com Xanthomonas, como o
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de Amaral et al. (2005), no plasmideo pUFR047, evidenciado replicativo na bactéria
pelos autores, e DeFeyter et al. (1990) que montou anteriormente o plasmideo
pUFR027 para ser utilizado como um vetor de expressao estavel em Xanthomonas
campestris sub. malvacearum. Além da Sa ori, duas outras sequéncias, a parA, que
€ responsavel pelo sistema de particdo do plasmideo pTAR de Agrobacterium, e a
repA, que codifica uma replicase e foi descrita por descrita por Tait et al. (1983), seriam
também adicionadas ao plasmideo proposto.

A sequéncia parA foi utilizada por DeFeyter et al. (1990) na construcao
de seu plasmideo pUFR027, e testada com sucesso em Xanthomonas campestris,
aumentando a estabilidade do plasmideo, e também utilizada posteriormente na
construgdo do pUFR047 pelo mesmo autor em 1993. De maneira geral, essa
sequéncia deve garantir que todas as células filhas recebam cépias do plasmideo.
Anos mais tarde, Kalnin et al. (2000) realizaram estudos com a regido da mesma
sequéncia de parA que DeFeyter descreveu, do plasmideo pTAR, e descobriu que
dentro da sequéncia de parA existe um cédon de inicio para uma segunda proteina e
que se estende até a regido downstream do gene parA, que o autor chamou de parB.
Com seus experimentos, foi possivel evidenciar o papel chave do gene parB no
funcionamento de parA. Logo, a sequéncia escolhida para ser inserida no novo
plasmideo € a que contempla os dois genes, e foi denominada parAB.

Ja a sequéncia adicionada para a enzima repA, uma replicase, deve
garantir a replicacdo do plasmideo, tendo sida descrita por Tait et al. 1983 como
fundamental para o bom funcionamento da ori pSa. Em seu trabalho, estes autores
realizaram estudos com plasmideos com mutacdes deletérias no gene para esta
enzima, e mostraram uma baixa atividade replicativa, enquanto o plasmideo com a
sequéncia integra mostrou alta capacidade de replicacao.

Com as grandes possiblidades que a biologia sintética trouxe para a
ciéncia, todas essas novas sequéncias podem dar origem a novos blocos funcionais
de DNA, e serem integradas aos ePathbricks vectors. Essas sequéncias podem ser
sintetizadas de maneira a serem facilmente colocadas no lugar da presente ori do
plasmideo por uma escolha apropriada de combinacdo de enzimas de restricdo. Um
esboco de como seria essa nova construcdo, demostrando as enzimas escolhidas a

partir das reais sequéncias citadas para criacdo desses novos insertos, pode ser
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observado na Figura 22, 23 e na Tabela 5 abaixo, e na sequente descricdo do
processo.

O primeiro passo seria a montagem de toda a regido que substituiria a
ori RSF1030 do pRSM4 pela nova regido que conteria a ori pSa, 0 gene para enzima
repA, e a regiao de parAB. Isso pode ser feito pela utilizacdo das enzimas de restricao
BssSal e Pcil, que excisariam parte da ori do plasmideo (Figura 21), deixando a
sequéncia da mesma incompleta. Toda essa nova regido seria entao sintetizada com
as mesmas enzimas em suas extremidades, e através da reacao de ligacdo, depois

da digestdo dos fragmentos pelas enzimas, seria possivel a troca

(2687) CEELH

(2525) y /
Figura 21. Recorte do esquema do plasmideo pRSM4 destacando as enzimas de

restricdo BssSal e Pcil escolhidas para realizar a insercdo do novo fragmento de DNA.

Afim de facilitar futuras manipulacdes que se facam necessérias nessa
nova regido inserida (Figura 22), entre cada sequéncia nova seria inserida uma
enzima de restricao de corte unico, em todo o novo plasmideo, para assim criar blocos
gue possam ser manipulados a qualquer momento pela combinacdo das enzimas
(Tabela 5). Com essa adi¢cdo ocorrendo nas extremidades da ori pSa, seriam criados
esses blocos que permitiiam o manejo individual de cada sequéncia, ressaltando que
nos casos da regido de parAB e RepA, eles seriam tratados como bloco junto a seus

promotores, terminadores e RBS.
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Figura 23. Esquema do plasmideo proposto pSAM1
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Tabela 5. Insertos propostos com suas respectivas enzimas de restricdo para

manipulacéo.
Insertos Enzimas de restricao Descricao
ori_pSa Dral EcoRl Origem de replicacéo
RepA EcoRl Pcil Replicase
parAB BssSal Dral Sistema de particionamento

Alternativamente, o novo plasmideo com as caracteristicas desejadas
poderia ser construido pela juncdo do esqueleto do pPRSM4 com os fragmentos das
sequéncias de ori pSa, parAB e repA pelo método de clonagem por extensao circular
da polimerase (CPEC) (QUAN et al., 2011), que pode ser uma alternativa caso ja haja
se tenha os fragmentos em outros plasmideos que possam servir de molde para
reacoes de PCR, ndo sendo necessaria a sintese dos mesmos. Esta metodologia
baseia-se na ligacdo de dois ou mais fragmentos de DNA por meio da
complementariedade das extremidades das sequéncias de interesse que atuam como
primers para uma reacdo de PCR, e essa complementaridade é criada através da
reacdo de PCR com primers especificos em cada sequéncia e no vetor. O esquema
da montagem do plasmideo para as trés sequéncias desejadas por meio dessa
metodologia pode ser observado na figura 24.

27 bp 25 bp 27 bp 33 bp
T—| = oL=C T-u = o5 T-u = gboC T-u = ghoC

1 L T L

Figura 24. Esquema de montagem do plasmideo pela técnica de CPEC. Evidencia-se
as regides de homologia criadas para alcancar as complementariedades que serao
utilizadas na reacdo de PCR para unido de todos os fragmentos. 1, 2 e 3 sao o0s

fragmentos da ori pSa, RepA e parAB, respectivamente.
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Toda a simulacdo de montagem e desenho dos primers foi realizada através
do software SnapGene utilizando a ferramenta Gibson Assembly para 3 fragmentos,
e seguindo os parametros ideais descritos por Quan et al. (2011).

Para a etapa da montagem em bancada, primeiramente sera necessario criar
o vetor e os fragmentos com todas essas regides de complementariedade de maneira
individual através de reac6es de PCR, que no caso das novas sequéncias de interesse
podem advir de sintese ou de recuperacdo de suas fontes de origem, o plasmideo
pPUFRO047 pode ser utilizado para recuperar as sequéncias tanto da ori pSa, quanto da
regido ParAB, ja a sequéncia de RepA pode ser obtida do plasmideo pSa. Para isso
os primers da tabela 6 devem ser utilizados em seus respectivos fragmentos em

reacoes individuais de PCR seguido os mesmos parametros descritos no item 4.4.

Tabela 6. Sequéncia dos primers para geracédo das extremidades complementares
para CPEC.

Identificacao Sequéncia (5’ - 3’)
Primer F Vetor CCCACAGAAGCCGCCCTAAGTTGTAATTCTCAGTTAGTCATGCCCCG
Primer R Vetor GGGCTGTTGGATGGTATCGTATGGGGCTGACTTCAGGTG
Primer F ori pSa GCCCCATACGATACCATCCAACAGCCCGC

Primer R ori pSa TGTTCTTAGGCATGCGCTCGACGGTGGG
Primer F RepA ACCGTCGAGCGCATGCCTAAGAACAACAAAGCCCC
Primer R RepA AATGCGGGGAATTCTCAAGTCGGAGGGGGGC

Primer F parAB CCCTCCGACTTGAGAATTCCCCGCATTGAAAATTAACTGC
Primer R parAB ATGAGAATTACAACTTAGGGCGGCTTCTGTGGG

Apoés a PCR, uma corrida em gel de agarose sera necessaria para confirmar o
tamanho dos fragmentos, seguido do corte correto das bandas especificas e

realizacdo da purificacdo das mesmas, e por ultimo quantificacdo do DNA.

A etapa de CPEC propriamente dita sera uma reagdo com volume final de 20ul

conforme tabela 7. E necessario calcular o quanto seréa utilizado de inserto e vetor,
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mantendo a proporcdo entre 1:1 e 2:1. Isso pode ser feito através da ferramenta

disponibilizada no site (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).

Tabela 7. Montagem da reacao de CPEC.

Quantidade final para 20 pl de

Concentracéo inicial Volume para 20 pl de reacéo .
reacao
Tamp&o Phusion HF
4ul 1x
(5x)
Mix dNTP (40 mM) 0.4l 0.8 mM
DNA polymerase
i 0.2l 1U
Phusion HF (2 U/ul)
Vetor Variavel 100-200 ng
Inserto(s) Variavel -
H20 Completar 20 pl de reagédo

A reacdo de PCR que realizara a juncéo dos fragmentos devera ser realizada
usando os parametros descritos na Tabela 8. Lembrando que na reagdo de CPEC néao
acontece aumento no numero de copias do plasmideo pois a polimerase ira apenas

estender e ligar os fragmentos.

Tabela 8. Parametros da reacédo de CPEC.

Numero de Rampa lenta de Anelamento Extenséo
) Desnaturacgéo
ciclos anelamento
1 98 °C, 30s - - -
50 para 55 °C (0.1 55 °C, 30s 72 °C, 10-
2-26 98 °C, 10s )
°C/s), 3 min 20s por Kb
27 - - - 72 °C, 5 min
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Por fim, ap0s a reacao € possivel realizar a quantificacdo do DNA e realizar a
transformacdo da reacdo em células competentes para obter linhagens com o
plasmideo com todos fragmentos inseridos, como pode ser observado no esquema
ilustrado na figura 25.

PXAN(CPEC)

6783 bp

Figura 25. Esquema do plasmideo proposto pXAN.

Salienta-se que a proposta do plasmideo nomeado pXAN difere da proposta
anterior do pSAM, ndo apenas pelas diferentes técnicas de clonagem dos fragmentos,
por CPEC e por restricdo, mas também pela escolha dos locais de insercdo das
sequéncias. pSAM ilustra a possibilidade de clivar a ori que ja havia no pRSM4
anteriormente, deixando somente a nova pSa funcional, mas que também é funcional
em E. coli, porém descrita como de baixa cépia. Ja pXAN demonstra a insercao das
novas sequéncias em regido ao lado da ori RSF, deixando entdo duas ori's no
plasmideo, embora RSF nao seja funcional em Xanthomonas ela é funcional em E.
coli e descrita como de alta cépia, 0 que pode ser vantajoso em etapas iniciais de

clonagens de genes de interesse.
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Com isso as presentes propostas buscaram demonstrar diferentes caminhos
para montagem de um plasmideo que seja funcional em Xanthomonas, inserindo uma
nova origem de replicacdo e novas sequéncias que foram julgadas necessérias para

fornecer suporte a manutencédo do plasmideo dentro das células da dada espécie.

7.Conclusao

As amplificagbes e posteriores clonagens individuais dos genes de
interesse para as enzimas UDPG-PP e UDPG-deH foram alcancadas com sucesso
no plasmideo pRSM4, além do sucesso da constru¢cdo de um novo plasmideo, o
pRSM5, carregando a sequéncia CAP, e que posteriormente também recebeu os

genes de interesse de maneira individual.

Apesar dos plasmideos da série ePathBrick apresentarem diversas
vantagens, como a enorme facilidade de manipulagéo e compatibilidade entre eles,
mostrando-se altamente flexiveis na montagem de vias metabdlicas, infelizmente nao
se mostraram funcionais para a expressao génica em bactérias do género
Xanthomonas, tanto pelo marcador de resisténcia ser de resisténcia natural do
hospedeiro, no caso do pETM7, ou ainda pela origem de replicacdo dos outros
plasmideos ndo serem reconhecidas pelos mecanismos de replicacao desta célula.
Este tipo de dificuldade de baixa frequéncia de transferéncia de DNA e vetores néo
mantidos de forma estavel em Xanthomonas campestris ja foi relatada na literatura,
como pelo grupo de DeFeyter. A mesma dificuldade foi observada neste trabalho, mas
com a visao de aproveitar todas as vantagens dos plasmideos da colecao ePathBrick
foram desenvolvidas duas propostas de modificacdo dos mesmos para que passem a
ser funcionais em Xanthomonas e se estabelecam como plasmideos de trabalho na

espécie.
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9. Anexos

>Sequéncia do plasmideo pSAM1
cgctaacagcgcegatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgceccagtcgegtaccgtettcatgggaga
aaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccaca
gcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgec
gctttacaggcttcgacgcecgcttcgttctaccatcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaat
cgccgcegacaatttgcgacggegcegtgcagggccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgee
cgccagttgttgtgccacgceggttgggaatgtaattcagctccgecatcgecgcttccactttttcccgegttttcgcagaa
acgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgtt
actggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcegctatcatgccataccgcgaaaggttttgcgcecattcga
tggtgtccgggatctcgacgctcteccttatgcgactcctgcattaggaagcagceccagtagtaggttgaggecgttgag
caccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggecacggggcectgccacce
atacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagceccgatcttccccatcggtgatgtcggegatat
aggcgccagcaaccgcacctgtggcgecggtgatgccggccacgatgegtccggegtagectaggatcAagatcg
atctcgatcccgcgaaatTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTggaattgtgageg
gataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatggcagatctcaattggatatcgge
cggccacgcgatcgctgacgtcggtaccctcgagtctggtaaagaaaccgcetgctgcgaaatttgaacgccagcac
atggactcgtctactagtcgcagcttaattaacctaaactgctgccaccgctgagcaataaccaggcatcaaataaaa
cgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctctctactagagtcacactggct
caccttcgggtgggcctttctgegtttataGetagcgaaaggaggagtcgacaagctgacgaccgggtctccgcaagt
ggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgaattaat
tcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagc
cgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccga
ctcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgac
gactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctcgtcatc
aaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgcggtcgctgttaaa

aggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctga
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atcaggatattcttctaatacctggaatgctgttttcccggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacg
gataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggce
aacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaatcgatagattgtcgcacctgattg
cccgacattatcgcgagceccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcctagagcaagac
gtttcccgttgaatatggcetcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacata
tttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggcatgcagcgctcttccgcttcctcgetcactgactcgcetacgcetcggte
gttcgactgcggcgagceggtgtcagctcactcaaaagcggtaatacggttatccacagaatcaggggataaagcecg
gaaagaaCATGTcgcagaaaggcccacccgaaggtgagcCtcaagtcggaggggggcecgatgcgagegec
cttgccgggtgcgegggtgacatgcaggcegtgtggatttgatgcgcaggcattcgecgtcatcttcgatgcagtegcettg
cctcgggatagacaatcaacacttcgcgtaggcegctttttgaagttgtatttgaagctggcgagtgcetgcccgcetcetgecc
gctctcgggccttatcgtccagticgggegagttgegtgecgeggcetgccataggatgagecgaattgegcettgcagggce
gacccaagggatttgcacgaaggggcggcccttggcccgcaacaggaacacgcgataggtcagccacgtgtaaat
gtccatcgcaagcggagactgccgcaaggcatgcaggtagtcgattcggataggaaccggtgagegggtgacttce
tcgaagaaatcgcctgtgagggtgagggtgctatcccatagcgeccgatcttctggecgcettgggattccagaataga
aaagcgcgcttggcaatgacgacgttctcaatgccgaagtcattgccttgctcgccggcaagcgaaatcatggatga
aaacaggcgttgcgcctgattgcgaagggtggecgtgtaacggccatcggtgtgcattccgagcctttgtagaaattce
gattgcgaccggccaaggttcaacacggggtctttcgttcgcacggcectcggtgcatatccaagcaagcaaggtgeg
cggcatagaaccgtagggcaggccgatgctcggcttgcccatgatcgacaaggtgacgatgcecattggtgcgcetcaa
agtagctggtcttggggtcggtgtggggcatggtcgcttgcacaaggcaacgggcecatgtagccgactaagccagctt
cgcgggcatcctccatttcgagcgcgaggctcegtcttgatgatctegttgatacgatggecgggggctttgttgttcttagg
catTctccttcttaaagttaaacaaAtgagaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtact
cgcctatgtataaacttacataaatctttttatttgttt GCGCTCGACGGTGGGCAACCGCTTGCGGTT
GTCCACGGGCGGAGCCGGTGCGCGTAGCGCATTGTCCACAAGCCAAGGGCGA
CCAATAATTGATATATATATTCATAATTGAAAAGCTAATTGAACATACTACTTGCT
GTAACTACTTGCCGGAGCGAGGGGTGTTTGCAAGCTGTTGATCTGAAAGGGCT
ATTAGCGTTCTCACGTGCCTTTTTGATTAGCGATTTCACGTGACCTTATTAGCGA
TTTCACGTACTCCGATTAGCGATTTCACGTACCCTGATTAGCGATTTCACGTGGA
TAGTTTTTGGAGCGGGCCGGAAAGCCCCGTGAATCAAGGCTTTGCGGGGCATT
AGCGGTTTCACGTGGATAACTACCCTCTATCCACAGGCTTCCGGGGATAAAAAA
GCCCGCTCGACGGCGGGCTGTTGGATGGegecagaaaggeccacccgaaggtgagcCTCA
TCCTTTGGCCTCCAAATACAGTGCCCATGCTTCCTCTATAATGACGCCTTGCAC
GACGCCACGCCGCATAGCTTCCTCTGCGATTTCTTCGGAAACGTGCGGCAGCA
CTTTGGCGTGCACCTGGCCGGTGCGCTCGCTCTTCTTGCGACCGGGCTTTCCG
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CGCGGCGACCGATCAACGAACCCCCTCGCCTCCCCTACTGCGTCAGCCTTGGC
GATGGCCGCTTCGCTGGCCGGCTTCGCGGTCCGTTTCAGCGACCCTAGATCTA
GTTTGAAATCATTCATCGCAGTGCCTCCGTTAGCTTCTTAAATATTGCCATGGCG
AAGGCCTCGGCGTTTTCGATTGCCGCCGCCATATTGCCTTGCTTCGATTTCATT
GAATGGAGATTGCCGCCGAACTGAAAAAGCGCGGAATATGCCGTCCGCTCTAC
AAGTGGCGGTTGCATGATTTCTACTCCGTTTTCGATGAGTGATGCCTTGATGCC
GGTGTATTCATGTGAACGGATCGCGGGGCTAACCATGGTGAACACGACCGCAT
GAGCTATTTTCCGGTCTATTGCTTCTTCTTCTTCTGCAATCAGCTGTAGCGACTG
CGCGCCTATGGTTGCGTCCAGTGCCTTGGGGCGCATTGGAATTAGCACCAAGT
CTGCTTGAGATATTGCTCTAGAGACCATGCGCGACGCTACACCTTCAAGGTCAA
CAATGACCACGGCTCCATCAACGTCATGCTGCTTGATCGTCTTGACGATGCTGG
ATTCGGTTACGTCGCTTAGAGCTGTGATATTCTCCGGGACTTCCCCCGCGTTTG
CCCAAATAGTCAATGACCGGTTAGGGTCGCAATCCAACATGGTGACGGGGACA
CCCTTATGCGCAAGCTCGGTTCCCAGCACCACGGCGGTGGTGGATTTCCCTGC
CCCGCCCTTTGATGAAGCGACTACGACAACAGGCATT TctccttcttaaagttaaacaaAtga
gaaggaaaaagttataataacttcgtaaatagtcccaataacagagtactcgcctatgtataaacttacataaatcttttt
atttgtttCtcgtgcgctctcctgttccgaccctgecgcttaccggatacctgtccgcectttctcecttcgggaagegtggeg
ctttctcatagctcacgctgttggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagcetgggctgtgtgcacgaaccccccg
ttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactgge
agcagccattggtaactgatttagaggactttgtcttgaagttatgcacctgttaaggctaaactgaaagaacagattttg
gtgagtgcggtcctccaacccacttaccttggttcaaagagttggtagctcagcgaaccttgagaaaaccaccgttggt
agcggtggtttttctttatttatgagatgatgaatcaatcggtctatcaagtcaacgaacagctattccgttactctagatttc
agtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgttagtcatgcccc
gcgcccaccggaaggagctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgectaatgagtgag
ctaacttacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcgg
ccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgcecagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagct
gattgcccttcaccgcctggecctgagagagttgcagcaagcggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatect
gtttgatggtggttaacggcgggatataacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatgtccgcacca
acgcgcagcccggactcggtaatggcgcegcattgcgcccagcgccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgg
gaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgcecttcccgttccgctateg

gctgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgcecgagacagaacttaatgggec

>Sequéncia do plasmideo pXAN
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cgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgeccagtcgegtaccgtcttcatgggaga
aaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcaggcagcttccaca
gcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactgacgcegttgcgcgagaagattgtgcaccgcec
gctttacaggcttcgacgccgcttcgttictaccatcgacaccaccacgctggcacccagttgatcggcgcgagatttaat
cgccgcgacaatttgcgacggegegtgcagggccagactggaggtggcaacgccaatcagcaacgactgtttgec
cgccagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagctccgccatcgecgcttccactttttcccgegttttcgcagaa
acgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgtt
actggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccataccgcgaaaggttttgcgccattcga
tggtgtccgggatctcgacgctcteccttatgcgactcctgcattaggaagcageccagtagtaggttgaggecgttgag
caccgccgccgcaaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggecacggggcectgecacc
atacccacgccgaaacaagcgctcatgagcccgaagtggcgagceccgatcttccccatcggtgatgtcggegatat
aggcgccagcaaccgcacctgtggcgcecggtgatgccggecacgatgegtccggcegtagectaggatcAagateg
atctcgatcccgcgaaatTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTggaattgtgagceg
gataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatggcagatctcaattggatatcggce
cggccacgcgatcgctgacgtcggtaccctcgagtctggtaaagaaaccgctgctgcgaaatttgaacgccagceac
atggactcgtctactagtcgcagcttaattaacctaaactgctgccaccgctgagcaataaccaggcatcaaataaaa
cgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctctctactagagtcacactggct
caccttcgggtgggcctttctgegtttataGetagcgaaaggaggagtcgacaagctgacgaccgggtctccgcaagt
ggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgaattaat
tcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaaaaagc
cgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccga
ctcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgac
gactgaatccggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgcetcgtcatce
aaaatcactcgcatcaaccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgceggtcgctgttaaa
aggacaattacaaacaggaatcgaatgcaaccggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctga
atcaggatattcttctaatacctggaatgctgttttcccggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacg
gataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagccagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggce
aacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttcccatacaatcgatagattgtcgcacctgattg
cccgacattatcgcgagceccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgcggcctagagcaagac
gtttcccgttgaatatggcetcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacata
tttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggcatgcagcgctcttccgcttcctcgetcactgactcgcetacgetcggte
gttcgactgcggcgagceggtgtcagctcactcaaaagcggtaatacggttatccacagaatcaggggataaagcecg
gaaagaacatgtgagcaaaaagcaaagcaccggaagaagccaacgccgcaggcgtttttccataggcetccgecce
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ccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagccagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccagg
cgtttcccectggaagctccctegtgegctctectgttccgaccctgecgcttaccggatacctgtcegcecttteteectteg
ggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgttggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggcetgtgtge
acgaaccccccgttcagcccgaccgctgegcecttatccggtaactatcgtettgagtccaacccggtaagacacgact
tatcgccactggcagcagccattggtaactgatttagaggactttgtcttgaagttatgcacctgttaaggctaaactgaa
agaacagattttggtgagtgcggtcctccaacccacttaccttggttcaaagagttggtagctcagcgaaccttgagaa
aaccaccgttggtagcggtggtttttctttatttatgagatgatgaatcaatcggtctatcaagtcaacgaacagctattccg
ttactctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgataCCATCCAACAG
CCCGCCGTCGAGCGGGCTTTTTTATCCCCGGAAGCCTGTGGATAGAGGGTAGT
TATCCACGTGAAACCGCTAATGCCCCGCAAAGCCTTGATTCACGGGGCTTTCCG
GCCCGCTCCAAAAACTATCCACGTGAAATCGCTAATCAGGGTACGTGAAATCGC
TAATCGGAGTACGTGAAATCGCTAATAAGGTCACGTGAAATCGCTAATCAAAAA
GGCACGTGAGAACGCTAATAGCCCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAACACCCCTC
GCTCCGGCAAGTAGTTACAGCAAGTAGTATGTTCAATTAGCTTTTCAATTATGAA
TATATATATCAATTATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGACAATGCGCTACGCGCAC
CGGCTCCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCCCACCGTCGAGCGC Catgcctaa
gaacaacaaagcccccggccatcgtatcaacgagatcatcaagacgagcctcgegcetcgaaatggaggatgecc
gcgaagctggcttagtcggctacatggceccgttgecttgtgcaagcgaccatgccccacaccgaccccaagaccag
ctactttgagcgcaccaatggcatcgtcaccttgtcgatcatgggcaagccgagcatcggcctgecctacggttctatge
cgcgcaccttgcttgcttggatatgcaccgaggcecgtgcgaacgaaagaccccgtgttgaaccttggccggtcgeaat
cggaatttctacaaaggctcggaatgcacaccgatggccgttacacggccacccttcgcaatcaggcgcaacgcectg
ttttcatccatgatttcgcttgccggcgagcaaggcaatgacttcggcattgagaacgtcgtcattgccaagcgcgcttttc
tattctggaatcccaagcggccagaagatcgggcgctatgggatagcaccctcaccctcacaggcegatttcttcgagg
aagtcacccgctcaccggttcctatccgaatcgactacctgcatgecttgcggcagtctccgcettgcgatggacatttac
acgtggctgacctatcgcgtgttcetgttgcgggccaagggcecgccccttcgtgcaaatcccttgggtcgecctgcaag
cgcaattcggctcatcctatggcagccgegcacgcaactcgecccgaactggacgataaggeccgagagegggceag
agcgggcagcactcgccagcttcaaatacaacttcaaaaagcgcctacgcgaagtgttgattgtctatcccgaggea
agcgactgcatcgaagatgacggcgaatgcctgcgcatcaaatccacacgcctgcatgtcacccgegeacccgge
aagggcgctcgcatcggcccccctccgacttgaGAATTCCCCGCATTGAAAATTAACTGCTTCTT
TACTTTAGCCAGTCGGCATATCCGATTTGATGCGATACCCGGTTCATTGAAATAC
CGGGTAATTTGCCTTATCCGGTAATTGTAATTATCGGATTTGTGTAAATACCCGG
TTGCAATCAAAACCGGGTGTGTGTTTAAATCCGGTCAATTCATTTACCGGATTTA
ATTATTAATCCGATATCAACTTTTACCGGGTATTTGAATAAACCAGATTATCGATT
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TAACCGGAGAATGACATATGCCTGTTGTCGTAGTCGCTTCATCAAAGGGCGGGG
CAGGGAAATCCACCACCGCCGTGGTGCTGGGAACCGAGCTTGCGCATAAGGGT
GTCCCCGTCACCATGTTGGATTGCGACCCTAACCGGTCATTGACTATTTGGGCA
AACGCGGGGGAAGTCCCGGAGAATATCACAGCTCTAAGCGACGTAACCGAATC
CAGCATCGTCAAGACGATCAAGCAGCATGACGTTGATGGAGCCGTGGTCATTGT
TGACCTTGAAGGTGTAGCGTCGCGCATGGTCTCTAGAGCAATATCTCAAGCAGA
CTTGGTGCTAATTCCAATGCGCCCCAAGGCACTGGACGCAACCATAGGCGCGC
AGTCGCTACAGCTGATTGCAGAAGAAGAAGAAGCAATAGACCGGAAAATAGCTC
ATGCGGTCGTGTTCACCATGGTTAGCCCCGCGATCCGTTCACATGAATACACCG
GCATCAAGGCATCACTCATCGAAAACGGAGTAGAAATCATGCAACCGCCACTTG
TAGAGCGGACGGCATATTCCGCGCTTTTTCAGTTCGGCGGCAATCTCCATTCAA
TGAAATCGAAGCAAGGCAATATGGCGGCGGCAATCGAAAACGCCGAGGCCTTC
GCCATGGCAATATTTAAGAAGCTAACGGAGGCACTGCGATGAATGATTTCAAAC
TAGATCTAGGGTCGCTGAAACGGACCGCGAAGCCGGCCAGCGAAGCGGCCAT
CGCCAAGGCTGACGCAGTAGGGGAGGCGAGGGGGTTCGTTGATCGGTCGCCG
CGCGGAAAGCCCGGTCGCAAGAAGAGCGAGCGCACCGGCCAGGTGCACGCCA
AAGTGCTGCCGCACGTTTCCGAAGAAATCGCAGAGGAAGCTATGCGGCGTGGC
GTCGTGCAAGGCGTCATTATAGAGGAAGCATGGGCACTGTATTTGGAGGCCAA
AGGATGACGGAGCAAATGCGCTACAGGATTGAACATTCCGTCGAGGGCCGAGA
GCAGGTTATTCCGCTTGACGATCTTGACGTGAAGAAGGCGCGCAGTCGCGCAA
GGTCATTGAGCAAGCAAGACGATCAATTGGGGAATGGTCTCGGCCATAGCGTC
TATCTGATAGGCCAAGACGAGACGGGCACTGATCAGGAGCAATACATCTACAAC
GGCGGATCGCTGGCGGATAAAGACCTGGTCAAAGACTGGAAATAAGCCATCAA
TGCTCTCCCACAGAAGCCGCCC Ctaagttgtaattctcatgttagtcatgccccgecgeccaccggaagga
gctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgectaatgagtgagcetaacttacattaattgegt
tgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggccaacgcgcggggaga
ggcggtttgcgtattgggcgecagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgceccttcaccgectg
gccctgagagagttgcagcaagcggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatectgtttgatggtggttaacgg
cgggatataacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatgtccgcaccaacgcgcagceccggactc
ggtaatggcgcgcattgcgcccagcegccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattca
gcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgccttcccgttccgctatcggctgaatttgattgcgagt

gagatatttatgccagccagccagacgcagacgcgccgagacagaacttaatgggec
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