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RESUMO

Bacillus sao bactérias Gram-positivas de grande importancia biotecnologica. Sua
habilidade para secretar enzimas eficientemente durante a fermentacao ¢ utilizada para a
produ¢do de enzimas extracelulares como penicilina G acilase (PGA). Bacillus
megaterium revelou-se excelente hospedeiro alternativo a Escherichia coli para a
expressdo de genes heter6logos. Diferentemente de outras linhagens de bacilos, a
degradagdo proteolitica por alcalino-proteases ndo ¢ verificada. Além disso, ndo sdo
encontradas endotoxinas em sua parede celular. Consequentemente, os rendimentos de
producdo de proteinas sdo excepcionalmente elevados, ainda que substratos econdmicos
sejam utilizados.

Neste trabalho, foram estudadas as condi¢des de crescimento de células de B.
megaterium ¢ sua preparacdo para transformagdo por eletroporagdo com DNA
plasmidial. Foram utilizadas células vegetativas e protoplastos de B. megaterium ATCC
14945 e as linhagens de E. coli DH5a e BL21 (para amplificagdo e manuteng¢do dos
plasmideos pET-32, pETduet-1, pPBR322 e pHis 1522).

Os meios de crescimento empregados foram Nutriente, Luria-Bertani (LB) e
LBS (LB contendo 0,5 M sorbitol). Para as eletroporagdes, foram utilizados os Meios
25% PEG 6000/0,1 M Sorbitol (Moro et al., 1995), 0,625 M Sacarose/1,0 mM MgCl,,
pH 5,5 (Dunny et al., 1991), HEPES 10 mM, pH 7,0 (Belliveau & Trevors, 1989) e
SMG (0,5 M de sorbitol, 0,5 M de manitol e 10% de glicerol) (Xue et al., 1999). Como
Meios de Recuperagao pos-pulso elétrico, foram utilizados os Meios LB ¢ LBSM (LB
contendo 0,5 M de sorbitol e 0,38 M de manitol).

Foram realizadas extracdes de DNA gendmico de B. megaterium ¢ de DNA
plasmidial de E. coli; ensaios de viabilidade das células de B. megaterium antes e apos
tratamento com os diferentes Meios de Eletroporagdo, pelo Método de Contagem de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC); quantificagdo de biomassa produzida (Cx)
nos cultivos de B. megaterium nos diferentes Meios, pelo Método da Massa Seca, ¢
acompanhamento por leitura espectrofotométrica (DO 600 nm); analise morfologica e
de pureza dos cultivos por meio de preparagdes permanentes e a fresco e do crescimento
de B. megaterium selvagem em diferentes meios seletivos; testes preliminares de
eletroporacdo para estabelecimento das melhores condigdes elétricas; ensaios de
eletroporagdo segundo os protocolos de Moro et al. (1995), Dunny et al. (1991),
Belliveau & Trevors (1989), Xue et al. (1999) e Romero et al. (2006).

Foram obtidas as curvas de crescimento de B. megaterium para os Meios de
Cultivo Nutriente, LB e LBS. Tais curvas permitiram a identificacdo da fase de
crescimento das culturas e o respectivo ajuste das condi¢des elétricas para os protocolos
de eletroporacao. As medidas de concentragdo celular (massa seca) encontradas para 16
horas de cultivo, para culturas crescidas em Meio Nutriente, LB e LBS foram 1,900 g/L,
2,649 g/L e 2,320 g/L, respectivamente.

As analises de concentragao de células viaveis (UFC) forneceram a densidade
celular apds tratamento com os diferentes Meios de Eletroporagao, de modo a permitir o
ajuste das concentragdes de DNA plasmidial a serem empregadas e o célculo das
eficiéncias de transformacao. Apos o tratamento de células de B. megaterium, crescidas
em Meio Nutriente, LB e LBS, com o Meio de Eletroporagdo PEG/Sorbitol, foram
obtidas, respectivamente: 8,8 x 10%; 9,2 x 10% e 23 x 10° UFC/mL; para o Meio de
Eletroporacao Sacarose/MgCly, 2,8 x 107; 4,6 x 10% ¢ 3,7 x 10* UFC/mL; para o Meio
de Eletroporagdo HEPES, 5,6 x 10%; 2,93 x 10° ¢ 1,86 x 10°; para o Meio de
Eletroporacdo SMG, 1,7 x 10°;9.4 x 10°¢ 1,1 x 10'"° UFC/mL, respectivamente para os
Meios de Crescimento Nutriente, LB e LBS.



ABSTRACT

The Gram-positive genus Bacillus is of great biotechnological importance. Their
ability to secrete enzymes efficiently during fermentation is exploited for the production
of extracellular enzymes such as penicillin G acylase (PGA). Bacillus megaterium has
proven to be an excellent alternative host to Escherichia coli for heterologous gene
expression. Unlike other bacilli strains, proteolytic degradation by alkaline proteases is
avoided. In addition, there are no endotoxins found in the cell wall. As a result, protein
yields are exceptionally high even if inexpensive substrates are used.

In this work, the growth conditions of B. megaterium ATCC 14945 and its
preparation for transformation by electroporation with plasmid DNA had been studied.
Vegetative cells and protoplasts of B. megaterium had been used. Plasmid DNAs (pET-
32, pETduet-1, pBR322 and pHis 1522) were prepared from E. coli strains DH5a and
BL21. Bacteria cultures were growth in Luria-Bertani (LB) broth, Nutrient or LBS (LB
containing 0,5 M sorbitol) medium.

It had been used the following Electroporation Media: 25% PEG 6000/0.1 M
Sorbitol (Moro et al., 1995), 0.625 M Sacarose/1.0 mM MgCl,, pH 5.5 (Dunny et al.,
1991), HEPES 10 mM, pH 7.0 (Belliveau & Trevors, 1989) and SMG (0.5 M sorbitol,
0.5 M manitol and 10% glicerol) (Xue et al., 1999). As Recovery Media after electric
pulses, LB and LBSM (LB containing 0,5 M sorbitol and 0.38 M manitol) had been
used.

Extractions of genomic DNA of B. megaterium and plasmid DNA of E. coli had
been carried through. The Colonies Forming Units method (CFU) was applied in order
to analyze the B. megaterium viability before and after treatment with Electroporation
Media. The biomass produced (Cx) was analyzed spectrophotometrically and by the
Dry Mass method. The morphology and pureness of B. megaterium cultures had been
studied by optic microscopy preparations and B. megaterium growth in liquid selective
media. The best electric conditions for electroporation had been established by
preliminary tests. B. megaterium transformations was performed according to protocols
described by Moro et al. (1995), Dunny et al. (1991), Belliveau & Trevors (1989), Xue
et al. (1999) and Romero et al. (2006).

The B. megaterium growth curves in LB, Nutrient and LBS had allowed the
identification of growth phases of cultures and the respective electric conditions
adjustment for electroporation protocols.

The cellular concentration (dry mass) found for 16 hours of culture in Nutrient,
LB and LBS medium had been 1.900 g/L, 2.649 g/L and 2.320 g/L, respectively.

The viable cells concentration analyses (UFC) had allowed the adjustment of
plasmid DNA concentrations employed and transformation efficiencies calculation.

It had been found the following cellular densities of B. megaterium grown in
Nutrient, LB and LBS medium respectively after PEG/Sorbitol Electroporation Medium
treatment: 8.8 x 10% 9,2 x 10® and 2.3 x 10° UFC/mL. For Sacarose/MgCl,, it had been
found 2,8 x 10; 4.6 x 10° and 3.7 x 10° UFC/mL and for HEPES 5.6 x 10% 2.93 x 10’
and 1.86 x 10°. For SMG, it had been found 1,7 x 10”; 9.4 x 10” and 1.1 x 10'° UFC/mL
for Nutrient, LB and LBS medium, respectively.
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1. INTRODUCAO

Processos downstream para o isolamento de proteinas recombinantes a partir de
hospedeiros microbianos geralmente representam mais de 40% dos custos da producao.
A reducao das etapas de purificagdo e de seus custos correspondentes podem ser
atingidos pela secre¢do da proteina para o meio de cultura. Escherichia coli, o
microorganismo mais utilizado na ciéncia e industria biotecnoldgicas, ndo transloca
proteinas eficientemente através de sua membrana externa. Em contraste, Bacillus
megaterium, sendo uma bactéria Gram — positiva, ndo apresenta essa membrana, ¢ ¢
conhecida por sua elevada capacidade de secrecao (Gamer et al., 2007).

Uma vez que pode manter plasmideos estavelmente sem pressao seletiva e que
possui apenas pequena atividade proteolitica extracelular comparada com a de outros
Bacillus, B. megaterium ¢ extremamente adequado para a producdo e secre¢do de
proteinas heterdlogas. Diversas delas (GFP, enzimas modificadoras de acucares,
hidrolases) foram produzidas com sucesso, tanto intra como extracelularmente (Vary et
al., 2007).

Além disso, o estabelecimento de processos com cultivos de elevada densidade
celular indica a vasta aplicabilidade de B. megaterium no campo da produgdo industrial
de proteinas recombinantes (Gamer et al., 2007).

As enzimas penicilinas acilases (PACs, EC 3.5.1.11) de Escherichia coli ATCC
11105, Bacillus megaterium ATCC 14945 e mutantes dessas duas linhagens sdao os mais
largamente utilizados na industria de antibidticos beta-lactamicos (Rajendhran &

Gunasekaran, 2007).



Muitas bactérias Gram-negativas, como E. coli, sao facilmente transformadas
(incorporam DNA exogeno) por tratamento com ions metalicos divalentes, antes da
adicao de DNA plasmidial ao meio. De modo inverso, muitas bactérias Gram-positivas
sao notadamente dificeis de serem transformadas (Shark et al., 1991).

A reduzida competéncia ou a auséncia de competéncia natural apresentada por
diversas linhagens de Bacillus conduziram ao desenvolvimento de outras estratégias de
transformagao envolvendo a transducdo por fagos (Yasbin & Young, 1974 apud
Romero et al, 2006), a fusdo de protoplastos (Chang & Cohen, 1979) e, finalmente, o

método altamente versatil de eletrotransformagao (ou eletroporacao).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Bacillus megaterium

Segundo o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, as espécies do género
Bacillus apresentam células em forma de bastdo, com dimensdes entre 0,5 — 2,5 x 1,2 —
10 um, geralmente dispostas em pares ou em cadeias. As cé¢lulas apresentam mobilidade
por meio de flagelos e sua coloracdo ¢ Gram-positiva. Os enddsporos sdo ovais,
arredondados ou cilindricos e muito resistentes a condigdes adversas. Nao ha mais que
um esporo por célula, tampouco ocorre supressao da esporulagao por exposicao ao ar.
Bacillus sdo aerdbios ou anaerobios facultativos, com metabolismo fermentativo ou
respiratdrio e ampla diversidade de habilidades fisiologicas referentes a temperatura, pH

e salinidade (Holt et al., 1994).

B. megaterium destaca-se dentro do género pelo grande tamanho de suas células
vegetativas (2,5 x 2,5 x 10 um, Figura 2.1.1) e esporos (0,8 - 1,2 x 1,5 - 2,0 um),
origem de seu nome. E essencialmente aerébio e apresenta crescimento 6timo nas faixas

de temperatura entre 28 - 35°C e pH entre 7,0 - 8,5 (Vary, 1994).



Figura 2.1.1. Imagem de microscopia eletronica de células vegetativas de Bacillus
megaterium ¢ Escherichia coli. As células de Bacillus megaterium podem crescer até
atingirem um volume superior a 60 pm® (2,5 x 2,5 x 10). Comparado com o volume de
Escherichia coli (0,5 um3, 0,5 x 0,5 x 2,0), Bacillus megaterium apresenta, no minimo,
volume 100 vezes maior. (Aumento: 15000X; barra branca: 2 pm). (Adaptado de Vary
et al., 2007).

B. megaterium ¢ encontrada em grande diversidade de habitats, desde solos a
4dgua marinha, sedimentos, plantacdes de arroz, mel, peixes e alimentos secos. E capaz
de crescer em meios simples, em mais de 62 das 95 fontes de carbono testadas,
incluindo todos os intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico, formatos e acetatos.
Dentre seus produtos estdo proteinas como penicilina acilase, varias amilases, glicose
desidrogenase, piruvato, vitamina B12, toxinas fungicidas e oxetanocina (um inibidor
viral ativo contra HIV, virus da hepatite B e da herpes simplex). Algumas das mais
interessantes proteinas produzidas por B. megaterium sdo as da familia citocromo -
monooxigenases P-450 (He & Fulco, 1991 apud Vary et al., 2007), de grande interesse,
dada sua consideravel similaridade com as P-450 eucaridticas importantes em muitas

doengas (Vary et al., 2007).



A Coloragdo diferencial de Gram divide a maioria das bactérias em dois grupos:
Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 2.1.2). Nas Gram-positivas, o complexo
cristal violeta/iodo fica retido no interior da célula ap6s lavagem com alcool-acetona,
porque a espessa camada glicolipidica que constitui a parede celular ndo permite que
esse complexo seja extraido da célula. Assim, as cé¢lulas de Gram-positivas sao coradas

em azul-purpura (Tortora, 2005).

A parede celular bacteriana promove rigidez estrutural, confere forma a célula e
cria uma barreira fisica contra o ambiente externo. O componente rigido da parede
celular de todas as bactérias ¢ constituido por glicopeptideo. Os glicopeptideos sao
encontrados em todas as espécies de bactérias, excetuando-se os micoplasmas e
ureaplasmas, visto que carecem de parede celular. A estrutura do glicopeptideo ¢
formada por esqueleto de residuos de carboidratos formados por unidades alternadas de
N-acetilglicosamina e N-acetilmurdmico, unidos por ligagdes B 1,4. Tetrapeptideos
curtos, geralmente compostos por cadeias curtas e idénticas de p e ;| aminoacidos,
encontram-se unidos aos residuos do acido N-acetilmuramico, por meio de uma ligagao
peptidica com o grupo lactil do carbono 3. Estas cadeias curtas contém aminoacidos
incomuns, em geral ndo encontrados nas proteinas, incluindo isdmeros p de acido
glutdmico e de alanina (em bactérias Gram-positivas) e acido meso-diaminopimélico
(nas bactérias Gram-negativas). Alguns desses tetrapeptideos, por sua vez, estdo unidos
uns aos outros por peptideos curtos, formando pontes cruzadas entre cadeias adjacentes

de glicopeptideos (Koneman et al., 2001).

A parede celular das bactérias Gram-positivas apresenta quase 80 nm de

espessura e ¢ composta principalmente de varias camadas de glicopeptideos. No interior



dessa matriz de glicopeptideos, existe uma variedade de proteinas e polissacarideos,
denominadas acidos teicoicos. Esses acidos sdo polimeros de unidades de ribitol ou de
glicerol, unidos entre si por meio de ligacdes fosfodiéster. Os acidos ribitol teicdicos
estdo associados a parede celular, enquanto que os &cidos glicerol teicoicos estao
associados a estrutura interna da membrana da célula bacteriana. Os acidos teicdicos de
diferentes bactérias sdo adicionalmente modificados pela adi¢do de grupos R, que
incluem residuos de p-alanina ou p-lisina, unidos por ligagdes do tipo O-glicosideo. Os
acidos teicoicos, dentre outras fungdes, estabilizam a parede celular, mantém a
associacao da parede com a membrana celular, formam quelatos com pequenos ions,
necessarios para a funcdo e integridade da parede celular e participam da interacao

celular e na aderéncia @ mucosa ou a outras superficies (Tortora, 2005).
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Figura 2.1.2. Esquemas comparativos entre as estruturas celulares de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Bactérias Gram-positivas como B. megaterium apresentam
uma Unica membrana e uma espessa parede celular constituida de glicopeptideos. As
bactérias Gram-negativas como E. coli possuem duas membranas, separadas por um
espago periplasmatico. A membrana interna das bactérias Gram-negativas ¢ constituida
por uma bicamada fosfolipidica. A face interna da membrana exterior ¢ formada
essencialmente por fosfolipideos e a face externa por lipopolissacarideos (LPS) (Albert
et al., 2007)



As paredes celulares de B. megaterium linhagem KM sdo compostas por dois
distintos heteropolimeros. O primeiro, denominado acido X-teicoico, apresenta massa
molecular de aproximadamente 11000; consiste de cerca de dez subunidades contendo
fosforo, glicose e GIcNHAc (na razdo molar de 1/2/1,3), bem como um composto
poliol; ndo exerce qualquer funcdo na manutengdo da rigidez da parede celular. O
segundo heteropolimero pode ser visualizado como uma rede tridimensional de
subunidades estruturais consistindo de quatro residuos de mucopeptideos com uma
média composi¢ao de GIcNHAc;. (4&cido N-acetilmuramico)l-Ala;0-Glu;- (a,e-acido
diaminopimélico);; também contém glicose. Este mucopeptideo ¢ a estrutura basal da
parede. Os dois heteropolimeros estdo presentes em proporcoes equimolares. Eles estdo
covalentemente ligados por pontes glicosido-muraminil de alguns dos residuos alanina
do mucopeptideo basal por ligagdes amidicas (Ghuysen et al., 1962).

A membrana citoplasmatica e a parede celular de B. megaterium linhagem M
sdo quimicamente muito distintas entre si. A parede contém grandes quantidades de
acido diaminopimélico e hexoxamina. Estas substancias estdo ausentes na membrana
(Weibull & Bergstrom, 1958).

A membrana citoplasmatica pode ser caracterizada como um complexo
lipoprotéico, podendo conter pequenas quantidades de carboidratos (glicose). Acidos
nucléicos estdo essencialmente ausentes. E muito provavel que o sistema citocromo
completo esteja presente na membrana. Estruturas granulares associadas com algumas
membranas purificadas ndo apresentaram acido diaminopimélico, hexoxamina, acidos
nucléicos ou citocromos. Dados analiticos sugerem que esses granulos contém
compostos nitrogenados nao-proteicos e que seu conteudo lipidico e de fosforo ¢

aproximadamente igual ou inferior ao das membranas (Weibull & Bergstrom, 1958).



Em seu estudo sobre a localizagdao da barreira de permeabilidade nas células de
B. megaterium, Weibull (1955) realizou determinagdes das razdes de volume
total/massa seca total e volume de protoplasma/massa seca total, para analisar a
permeabilidade das células a varios solutos. Seus resultados foram facilmente
compreendidos assumindo-se uma barreira de permeabilidade na superficie do

protoplasma. A parede celular ¢ provavelmente permeavel a solutos.

2.2 Recombinac¢io Genética em Bactérias

A reproducao de bactérias ocorre por fissao bindria, um processo assexuado que
nao envolve eventos de recombinacdo e resulta na formacdo de duas células filhas
idénticas a célula — mae. Entretanto, diversos grupos de bactérias possuem a capacidade
de troca e recombinacdo genética com outros microorganismos. A permuta genética
entre bactérias ocorre por meio de um dentre trés mecanismos: transdugdo, conjugacao e
transformagao (Koneman et al., 2001).

A transducdo refere-se a permuta de informagdo genética por meio de
bacteridofagos. A conjugacao ¢ o unico mecanismo de troca genética entre bactérias que
requer contato célula a célula. A transformacao envolve a incorporagdo de DNA livre no
meio circundante. As células fisiologicamente capazes de captar e incorporar DNA livre
em seus genomas sdao denominadas competentes. A competéncia ¢ usualmente um
estado transitorio que ocorre no final da fase de crescimento exponencial (Koneman et
al., 2001).

Nas células Gram-positivas competentes, pequenos fragmentos de DNA de

cadeia dupla unem-se a célula por meio de um receptor de superficie celular, expresso



durante o periodo de competéncia. Na medida em que o DNA penetra na célula, uma
das cadeias ¢ hidrolisada por uma nuclease ligada a superficie. Os eventos de
recombinacdo entre 0 DNA de cadeia simples e a regido homodloga do cromossomo
bacteriano resultam na integracdo do DNA transformado ao genoma bacteriano. Quando
nao existem regides homodlogas para o DNA, a cadeia de DNA nao se integra, os genes
desta cadeia ndao sdao expressos ¢ o DNA de cadeia simples ¢ degradado por
endonucleases de restricao endogenas (Koneman et al., 2001).

Segundo Sambrook et al. (1989), o DNA plasmidial ndo ¢ degradado; por essa
razao, constitui-se vetor eficiente para carregar fragmentos de DNA para dentro da
célula. O fragmento (ou inserto) a ser introduzido na célula contém o gene de interesse
e, caso nao estivesse inserido no plasmideo, poderia ser degradado. No caso dos
plasmideos normalmente utilizados, ndo hé recombinacdo com o DNA cromossomal
nem integragdo ao cromossomo bacteriano. Por essa razao, tais vetores precisam conter
uma origem de replicagdo (ORI) que funcione no hospedeiro, para permitir sua
replicagdo de maneira independente do cromossomo bacteriano. Essa compatibilidade
entre plasmideos e hospedeiro possibilita a manutengdo desses vetores no interior das
células hospedeiras nas geragdes seguintes.

A competéncia é o primeiro passo fundamental do processo de transformagao.
Os passos subseqiientes envolvem replicacdo, segregacdo e expressdo da nova
informagio genética. E geralmente aceito que a habilidade para desenvolver
competéncia seja geneticamente controlada, possivelmente pela especificidade da

natureza dos sitios receptores na superficie das células (Boot & Wilson, 1967).
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A competéncia natural ¢ a habilidade de uma bactéria para tomar DNA exdgeno
e incorpora-lo em seu genoma. Este fendmeno permitiu a clonagem génica, a geracao de
mutantes e o mapeamento de genes em B. subtilis (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961).

A formacao de células competentes também requer a sintese de novo de RNA e
proteinas. O desenvolvimento de competéncia deve ser acompanhado pela ativagao da
habilidade de recombinagado intracelular, envolvendo a expressdo de uma variedade de
genes responsaveis pelo metabolismo de DNA e pela sintese de parede celular (Sadaie
& Kada, 1983).

Anagnostopoulos & Spizizen (1960) encontraram que o desenvolvimento de
sensibilidade para transformacdo em células vegetativas de B. subtilis 168 ocorreu
proximo ao final da fase logaritmica de crescimento. Essas células tornaram-se
otimamente competentes para transformagao quando crescidas em meio simples e em
estagio particular do ciclo de crescimento (final da fase logaritmica). A presenca de
quantidades relativamente grandes de aminodacidos, tais como os presentes na caseina
hidrolisada, reduziu a sensibilidade para transformacdo. Elevadas quantidades de
aminoacidos permitem a sintese de componentes da parede celular, prejudicando a
tomada de DNA.

A habilidade de tomada de DNA deve envolver modificacdes estruturais na
parede celular que permitam a penetragio de macromoléculas, bem como o
desenvolvimento de mecanismos enzimaticos para a tomada ativa de DNA. Linhagens
de B. subtilis incapazes de realizar esporulacdo (e, presumidamente, também a pré-
esporulacdo) ndo se tornam competentes. Isto sugere que algumas alteracdes na
estrutura da parede celular associadas com a fisiologia da pré-esporulagdo sdo a base

para a competéncia (Anagnostopoulos & Spizizen, 1960).
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2.3 Transformacio

Muitas bactérias Gram-negativas, como E. coli, sao facilmente transformadas
por tratamento com ions metélicos divalentes, antes da adi¢gdo de DNA plasmidial. De
modo inverso, muitas bactérias Gram-positivas sao notadamente dificeis de serem
transformadas. A transformagao natural de bactérias Gram-positivas apenas ¢ conhecida
entre Bacillus subtilis e algumas espécies de Streptococcus. As linhagens de B.
megaterium nao apresentam competéncia natural € a maioria delas sdo menos
eficientemente transformadas que B. subtilis (Rygus & Hillen, 1992).

Com consideraveis esforcos, preparagdo de protoplastos, conjugacdo e
eletroporacdo, dentre outras técnicas, tornaram possivel a manipulagdo genética de
varios géneros de bactérias Gram-positivas, incluindo Bacillus, Lactobacillus, Listeria,
Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces e bactérias coneriformes. Entretanto,
algumas espécies ainda se mantém nao-transformaveis mesmo apds exaustivos testes
utilizando as técnicas disponiveis. Além disso, muitos protocolos em uso atual devem
ser ajustados individualmente para determinadas linhagens, de modo a atingir resultados
satisfatorios (Shark et al., 1991).

Muitos protocolos de eletroporacdo foram descritos, focados no aumento das
eficiéncias de transformacao, utilizando células intactas ou a combinagdo com agentes
modificadores da parede celular, pela alteracao da composicao dos meios de lavagem e
de eletroporagdo, do pulso elétrico ou da natureza do DNA utilizado para a
transformagdo (Romero et al., 2006).

A parede celular bacteriana e a membrana do protoplasto (célula desprovida de

parede celular) possuem, dentre outras, a fungdo de selecionar as moléculas que se
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difundem através de canais aquosos ou poros que sao parte integral de suas estruturas. A
habilidade de um poro para excluir ou permitir a passagem de um composto ¢
determinada principalmente pelos tamanhos e formas relativos das aberturas e das
moléculas. Entretanto, as geometrias relativas ndo podem ser vistas como propriedades
fixas, e o conjunto de relagcdes ¢ complexo. Na parede celular, as aberturas
aparentemente nao existem como simples perfuracdes de tamanho uniforme, mas como
vias tortuosas, de tamanhos heterogéneos, inseridas em uma matriz tridimensional. Foi
demonstrado que a parede celular bacteriana flexiona e modifica seu volume em
resposta a alteragdes i0nicas no meio, possivelmente com a dilatagdo e contragao das

aberturas na sua matriz (Scherrer & Gerhardt, 1971).

2.4  Transformacio de protoplastos bacterianos

Apesar de a transformagao de protoplastos requerer experiéncia experimental e
ser menos eficiente, se comparada aos procedimentos padrao de transformagdo de F.
coli, a habilidade para transformar B. megaterium imediatamente conduziu a clonagem
de muitos genes, o estudo de seus plasmideos e seu uso como um eficiente hospedeiro
para expressao de genes (Vary et al., 2007).

Corner & Marquis (1969) realizaram um estudo da relativa efetividade de
acucares, pequenos peptideos e aminoacidos como estabilizadores osmoticos para
protoplastos de B. megaterium. Seus resultados indicaram que a membrana dos
protoplastos pode agir como uma membrana de didlise de poro diferencial (como o
fazem as membranas de celofane) e que sua efetiva porosidade aumenta quando ocorre

sua expansdo durante o inchaco osmoético. A membrana do protoplasto comporta-se



13

também como uma estrutura altamente extensivel. Esses pesquisadores também
encontraram que uréia e glicerol induzem o relaxamento mecanico das membranas dos
protoplastos. Este dado, juntamente com outros descritos na literatura acerca das
propriedades mecanicas das membranas dos protoplastos e do efeito de alargamento por
tratamento com formaldeido, sugere que o componente mecanicamente importante da
membrana ¢ proteico, possivelmente sob a forma de um arranjo microfibrilar.

As propriedades osmoticas de protoplastos bacterianos foram investigadas por
Weibull (1955). Os protoplastos foram obtidos pelo tratamento de células de Bacillus
megaterium suspendidas em solugdes de polietilenoglicol (PEG) ou sacarose com
lisozima. A concentracdo dessas substancias (e, portanto, da pressdo osmoética do meio)
antes da remocao da parede celular tem pequena influéncia no volume dos protoplastos
formados. Modificagdes na pressdao osmotica apos a remog¢do da parede celular, de
modo inverso, causam a plasmolise dos protoplastos. Determinacdes do grau de
plasmolise como fungdo da pressdo osmotica indicam a presenca de uma barreira de
permeabilidade contra o meio externo.

Thorsson & Weibull (1958) verificaram que, apesar de ndo haver parede celular
circundando os protoplastos de Bacillus megaterium, uma unica ¢ delgada membrana
pode ser vista em alguns espécimes, fortemente aderida a zona de material
citoplasmatico. Esta estrutura provavelmente representa uma membrana citoplasmatica.

Segundo Marquis (1967), protoplastos de B. megaterium comportam-se como
osmoOmetros e apresentam aumento e reducdo de tamanho em resposta a mudangas na
osmolaridade de seu meio de suspensdo. Uma vasta distribui¢do de tamanhos celulares
foi observada nas populagdes de protoplastos preparados a partir de células em fase

exponencial de crescimento. Mudangas na média de volume celular envolveram
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mudangas na distribui¢cdo de tamanho dentro da populagao; essas modificagdes podem
ocorrer tanto durante como ap6s a remog¢ao da parede celular. Os protoplastos liberados
apresentaram maior tamanho e comportamento osmoticamente mais responsivo, em
comparacao a protoplastos encerrados por parede das células intactas a partir das quais
foram preparados. Isto indica que protoplastos liberados possuem maior superficie de
membrana por célula.

Brenner & Stent (1955) realizaram experimentos com protoplastos de Bacillus
megaterium KM que revelaram crescimento de bacteriofagos C em células bacterianas
infectadas, previamente tratadas com lisozima. O rendimento de fagos de protoplastos
infectados foi menor que o de células intactas.

Chang & Cohen (1979) desenvolveram um método eficiente para a
transformagao de protoplastos de B. subtilis com DNA plasmidial. O procedimento,
utilizando polietilenoglicol (PEG), apresentou rendimento de aproximadamente 80% de
transformantes, com eficiéncia de 4 x 10" transformantes por pg de DNA plasmidial.

Muitos trabalhos subseqiientes tomaram por base o procedimento descrito por
Chang & Cohen (1979) para a transformagdo de outras espécies do género Bacillus
(Brown & Carlton, 1980; Martin et al., 1981; Olsson et al., 1985; Romero et al., 2006).

Protocolos para a preparagdo de protoplastos de Bacillus megaterium foram
descritos por Vorobjeva et al. (1980) e Meinhardt et al. (1989) apud Schmidt et al.
(2005); Von Tersch & Carlton (1983); Puyet et al. (1989) apud Rygus & Hillen (1992);

McCool & Cannon (2001); Sholle et al. (2003); Malten et al. (2006).
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2.5  Transformacgio por Eletroporacgao

A transformagdo genética proporciona uma moderna tecnologia para o
melhoramento de microorganismos industrialmente importantes pela introducao de
novos genes. Entretanto, o melhoramento de muitas linhagens bacterianas industriais
tem sido dificultado pela falta ou pela baixa eficiéncia dos sistemas de transformacao
genéticos (Xue et al., 1999).

A eletroporacdo envolve a aplicagdo de campos elétricos de alta intensidade e
curta duracao para permeabilizar membranas reversivelmente. O potencial de membrana
induzido, e, portanto, a eficiéncia de entrada de DNA nas células bacterianas, aumenta
com a forca do campo elétrico aplicado. Entretanto, a porcentagem de morte celular
causada por danos elétricos também aumenta proporcionalmente com a for¢a do campo
elétrico aplicado. Como resultado, a eficiéncia de transformagdo ¢ o efeito combinado
desses dois fatores, sob dadas condi¢des de transformagdo. A forga do campo elétrico
Otima varia entre as diversas espécies bacterianas e ¢ usualmente mais baixa para
bactérias Gram-positivas (4 — 12,5 kV/ecm para alguns bacilos e 7 — 18 kV/cm para
pequenos coccos) que para espécies Gram-negativas (10 — 20 kV/cm). Nao esta claro se
isto € devido ao fato de que espécies de bactérias Gram-positivas sejam mais sensiveis a
tratamentos com elevados campos elétricos que espécies Gram-negativas, sob as
mesmas condi¢cdes (Dower et al., 1992 apud Xue et al., 1999). Em geral, as eficiéncias
de transformag¢do obtidas por -eletroporacdo de bactérias Gram-positivas sao
relativamente baixas, se comparadas as das espécies Gram-negativas (Trevors et al.,

1992 apud Xue et al., 1999).
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Teoricamente, maiores taxas de sobrevivéncia celular conduziriam a um
aumento da eficiéncia de eletrotransformacao, particularmente para espécies Gram-
positivas, para as quais a aplicagdo de elevados campos elétricos deveriam facilitar a
entrada de DNA nas cé¢lulas através de suas relativamente densas paredes celulares.
Substancias osmoticamente ativas como sacarose, sorbitol e glicerol sao geralmente
utilizadas em concentragdes isosmoticas como meios para suspensao de células eletro-
competentes. A inclusdo de substdncias osmoticamente ativas no meio para
eletroporacdo poderia balancear a elevada pressdo interna das células bacterianas
(Trevors et al., 1992 apud Xue et al., 1999).

A amplitude, a forma do campo elétrico e a for¢a do pulso sdao determinadas pela
capacitancia do equipamento de eletroporagdao e pelas dimensdes da cubeta. Células
mantidas a 0°C apos o pulso elétrico podem manter os poros abertos e, assim, aumentar
a probabilidade de penetracido do DNA através desses poros. A diluicdo deve ser
realizada em meio a temperatura ambiente. O DNA em conformagao linear apresenta os
melhores niveis de expressdo e transformacgdo; recomenda-se utilizar concentracio de
DNA entre 1 e 40 pg/mL. A eficiéncia de transformacdo ¢ aumentada se as células sdo
ressuspendidas em tampao salino (por exemplo, tampao HEPES, comparado a tampdes
de solugdo ndo — idGnicos como manitol ou sacarose) (Sambrook et al., 1989).

Argumentos teéricos sugerem que a formagao do poro é devida a um potencial
transmembrana que se desenvolve como resultado de um campo elétrico induzido pelo
acimulo de ions nas superficies das membranas. A magnitude do campo externo
requerido para gerar um potencial transmembrana suficiente para a formagao do poro ¢
inversamente relacionada ao tamanho da célula e depende da forma celular (Miller et

al., 1988).
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A amplitude (for¢a do campo elétrico inicial, E o) e a duragdo (Duracao do Pulso
Elétrico, T) da onda descarregada sdao importantes, ¢ valores 6timos dependem da
espécie e linhagem testadas (Miller et al., 1988). Para células procarioticas, recomenda-
se a realizacdao de processos de eletroporagao com valores de T entre 5 ¢ 10 ms (Gene
Pulser® II Electroporation System Instruction Manual Catalog). Entretanto, melhores
eficiéncias de transformagdo de espécies Gram — positivas foram obtidas sob valores
para Duracao do Pulso Elétrico superiores a 10 ms (Miller et al., 1988; Dunny et al.,
1991)

O pulso produzido pela descarga de um capacitor apresenta forma de onda com
decaimento exponencial. A for¢a do campo elétrico declina com o tempo como uma
funcdo da resisténcia do circuito e do tamanho do capacitor. A curva do decaimento

exponencial ¢ descrita por

E(t)ZEoeit/T

em que E () ¢ a forga do campo elétrico (V/cm) em qualquer tempo t (s), E ¢ € o campo
elétrico inicial, e T é a Duracdo do Pulso Elétrico (s) resisténcia — capacitancia (RC). A
Duragdo do Pulso Elétrico (T) depende da resisténcia total (R, em Q) e da capacitancia

(C, em F) do sistema, como segue:

Portanto, T descreve a forma de decaimento da onda e ¢ o tempo requerido para
que a forga do campo elétrico inicial decline para 1/e (aproximadamente 37%) do valor

inicial. Devido ao fato de que a resisténcia da amostra afeta a Dura¢do do Pulso Elétrico
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(T), a composicdo da amostra ¢ a geometria da cubeta tém importante influéncia na
forma de descarga do pulso. A resisténcia da amostra ¢ inversamente proporcional a
forga i0nica e a temperatura do Meio e da area trans-seccional da interface solucao-
eletrodos. A resisténcia ¢ diretamente proporcional a distancia entre os eletrodos (Miller

et al., 1988).

Initial
Voltage = Vy

.-_il.-"“'“ I-_]'* "\|I.| e

Time
Exponential Decay Pulss

Figura 2.5. Curva do decaimento exponencial do pulso produzido pela descarga de um
capacitor. A Duragdo do Pulso Elétrico (T) é o tempo requerido para que a for¢a do
campo elétrico inicial (V) decline para 1/e (aproximadamente 37%) do valor inicial.

2.5.1 Condicoes elétricas requeridas para eletroporacgao

Segundo Sambrook et al. (1989), a voltagem transmembrana (AU) ¢ um valor
constante e independente da natureza bioquimica da membrana celular; provavelmente,
variagdes na eficiéncia da eletroporacdo de uma linhagem celular para outra sao devidas
a diferencas na taxa e eficiéncia de reconstituicdo da membrana ao final do pulso
elétrico. A voltagem transmembrana (AU) ¢ induzida por campos elétricos e varia a
propor¢do direta do didmetro da célula. Valores 6timos caracterizados para leveduras e

bactérias encontram-se entre 12,5 ¢ 16,5 kV/cm.
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Quando a descarga do capacitor ¢ direcionada a uma amostra colocada entre dois
eletrodos, a voltagem que atravessa os eletrodos atinge rapidamente um pico e declina
com o tempo:

Vi=Vo[e 7]

em que T ¢ a Duragdo do Pulso Elétrico, isto €, o tempo necessario para que a voltagem
(V) decline para 1/e do valor inicial do pico de voltagem (Vy). A Duracao do Pulso
Elétrico ¢ definida pelo produto da resisténcia total (R, em Q) e pela capacitancia (C,
em pF). Desta forma, um alto capacitor requer mais tempo para descarregar através de
um meio apresentando uma dada resisténcia; um capacitor de um dado tamanho
descarrega mais lentamente na medida em que a resisténcia do meio aumenta
(Sambrook & Russel, 2001).

De acordo com Sambrook & Russel (2001), a for¢a do campo elétrico (E) varia
a proporgdo direta da voltagem inicial aplicada (V) e a propor¢ao inversa da distancia
(d) entre os eletrodos (parametro determinado pelo tamanho da cubeta para
eletroporagdo). Por exemplo, uma cubeta de espaco entre eletrodos igual a 0,2 cm
proporcionara um campo elétrico inicial de for¢a igual a 500 V/cm, quando a ela for
aplicada V de 1000 V.

A forma do pulso ¢ determinada pelo design do equipamento. A forma de onda
produzida pela maioria dos equipamentos comerciais ¢ simplesmente o padrio de
decaimento exponencial de um capacitor em processo de descarga elétrica (Sambrook &
Russel, 2001).

Cuidados especiais devem ser tomados para evitar a explosdo da cubeta de

eletroporagcdo, geralmente causada por solugdes muito condutivas. O limite da



20

condutividade depende da voltagem selecionada, da distancia entre eletrodos e da forga
i6nica da amostra; em geral, superior a 10 meq. Dentre as causas para a condutividade
excessiva das solucdes de eletroporagao estao: (1) lavagem e ressuspensao de células
em meio de elevada forca ionica; (2) lavagem insuficiente das células; sais contidos no
meio que nao foram removidos; (3) células lisadas durante a preparacdo: contetdo
celular contribui para a condutividade; (4) DNA em solug¢dao de elevado conteido de
sais; (5) eletroporacao de células acima de 0°C (lise celular) (Gene Pulser® II

Electroporation System Instruction Manual Catalog).

2.6  Transformacio de células bacterianas intactas por Eletroporacao

Miller et al. (1988) mostraram que células bacterianas intactas podem ser
eficientemente transformadas por eletroporacao, processo rapido, de facil execucao e
que requer preparagdo minima das amostras. Uma vez que a técnica foi bem sucedida
quando aplicada a células de mamiferos, protoplastos de plantas, fungos, bactérias, ¢
muito provavel que dependa da conservagao das propriedades fisicas das membranas.

Muitos pesquisadores descreveram métodos para a transformagdo por
eletroporagdo de células intactas de diversas espécies do género Bacillus e de outras
bactérias Gram-positivas (Vehmaanperd, 1989; Masson et al., 1989; Mabhillon et al.,
1989; Belliveau & Trevors, 1989; Brigidi et al., 1990; Taylor & Burke Jr., 1990; Shark
etal., 1991; Dunny et al., 1991; Moro et al., 1995; Xue et al., 1999; Rhee et al., 2007).

Masson et al (1989) e Mabhillon et al (1989) realizaram transformacdes de

diferentes linhagens de B. thuringiensis por eletropora¢dao. Taylor & Burke Jr (1990)
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utilizaram a técnica de eletrotransformacao para B. sphaericus ¢ Belliveau & Trevors

(1989) para células vegetativas intactas de B. cereus 569.

Brigidi et al. (1990) utilizaram a técnica de eletroporagdo como uma alternativa
a transformac¢do de protoplastos ou de células competentes convencionalmente

preparadas de B. subtilis.

Shark et al (1991) descreveram a transformacgdo de células vegetativas de B.
megaterium 7A17 por eletroporagdo utilizando microprojéteis.

Dunny et al. (1991) desenvolveram um protocolo para transformacao de células
intactas de Enterococcus faecalis, uma bactéria Gram — positiva, por eletroporacao. Para
isto, realizaram sistematica avaliacdo dos efeitos das variagdes em parametros como
condi¢do de crescimento; composicdo da solucdo de eletroporacao; condi¢des de
eletroporacdo (como campo elétrico e resisténcia); tamanho, concentragdao e pureza do
DNA utilizado para transformacdo e condigdes para sele¢do de transformantes. A
solugdo de eletroporagdo utilizada foi composta por 0,625 M sacarose ¢ 1,0 mM MgCl,,
pH 5.5.

Moro et al. (1995) realizaram a introdugdo de DNA plasmidial (pWH 1510 Tet"
e Amp') em células intactas de Bacillus megaterium WH320 lac por eletroporagio,
empregando o Meio de Eletroporacdo 25% polietilenoglicol (PEG) 6000 ¢ 0,1 M
sorbitol.

Xue et al (1999) desenvolveram um método de eletroporagdo de alta
osmolaridade para a transformagdo de B. subtilis e B. licheniformis. A presenga de

elevadas concentracdes de substancias osmoticas, sorbitol e manitol, nos meios de
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crescimento, eletroporagdo e recuperagdo resultou em um aumento de aproximadamente
de 5000 vezes na eficiéncia de transformacao de B. subtilis.

Rhee et al (2007) trataram células de B. coagulans P4-102B em inicio ou meio
da fase exponencial de crescimento com Meio de Eletroporacdo SG (10% glicerol; 0,5
M sacarose ¢ 1 mM MgCl,). De modo a avaliar a transformabilidade de B. coagulans,
esses pesquisadores utilizaram vetores plasmidiais que sdo empregados com sucesso
para outras bactérias Gram-positivas, incluindo pNW33N, pDG148Stu, pMUTIN4,
pMSP 3535 e pMSP 3535VA (Bryan et al., 2000; Joseph et al., 2001; Vagner et al.,

1998 apud Rhee et al., 2007).

2.7  Eficiéncia de transformacao

De acordo com Shark et al (1991), os fatores biologicos que afetam a eficiéncia
de transformacdo e estdo associados as células sdo: fase de crescimento; concentragao
osmoética do meio; densidade celular e linhagem celular. Diferentemente das leveduras,
células de B. megaterium em fase exponencial de crescimento sdo mais eficientemente
transformadas que as células em fase estacionaria.

A eficiéncia de transformacdo por eletroporagdo, por sua vez, ¢ também
influenciada pela for¢a do campo elétrico aplicado, pela amplitude do pulso elétrico,
pela temperatura das células antes, durante e depois da eletroporagdo e pela

conformacao e concentracdo do DNA utilizado (Sambrook et al., 1989).

Foram relatadas eficiéncias de transformagdo por eletroporacdo de espécies do
género Bacillus ¢ de outras espécies Gram-positivas da ordem de 10° transformantes/pg

de DNA (Mabhillon et al., 1989; Masson et al., 1989; Vehmaanpera, 1989; Bone & Ellar,
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1989; Taylor & Burke Jr., 1990; Brigidi et al., 1990; Dunny et al., 1991; Moro et al.,
1995; Xue et al., 1999; Rhee et al., 2007).

Belliveau & Trevors (1989) transformaram células vegetativas intactas de
Bacillus cereus 569 por eletroporagao com o plasmideo pC194 e obtiveram eficiéncias
maximas de transformacgao de 2,0 x 10” transformantes por célula viavel, utilizando
campos elétricos de 3750 V/cm e capacitores de 3,0 pF. Utilizando o mesmo plasmideo,
Bone & Ellar (1989) obtiveram eficiéncias de transformagdo superiores a 10’
transformantes por pg de pC194 para a eletroporacdo de células intactas de uma das
linhagens de B. thuringiensis estudadas por esses pesquisadores.

Eficiéncias de transformagdo superiores a 2,0 x 10° transformantes por pg de
DNA plasmidial foram obtidas pela aplicagdo do protocolo descrito por Dunny et al.

(1991) para células intactas de E. faecalis.

Masson et al. (1989) obtiveram eficiéncias de transformagéo superiores a 5 x 10°
transformantes/ug de DNA para uma linhagem de B. thuringiensis e indicaram que a
técnica de eletroporacao deveria ser aplicavel para outros membros do género Bacillus.
Mahillon et al. (1989) obtiveram entre 10* a 10° transformantes/ug de DNA,

dependendo da linhagem de B. thuringiensis utilizada ou do replicon.

Brigidi et al. (1990) introduziram DNAs plasmidiais (pB 1424) em B. subtilis e

obtiveram 10* transformantes/pug de DNA como eficiéncia méxima de transformagio.

A eletroporagdo de suspensdes celulares de B. sphaericus realizada por Taylor &
Burke Jr. (1990) produziu entre 10> a 10° transformantes/pug de DNA utilizado.
Shark et al (1991) verificaram uma interacdo entre a concentracdo osmética do

meio ¢ a densidade celular na transformagao de B. megaterium 7A17 por eletroporagao
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utilizando microprojéteis. A densidade celular 6tima encontrada foi a de 10° CFU/ 85
mm de didmetro de placa. Foram obtidos 8,32 x 10° transformantes por célula
recipiente para células bombardeadas provenientes de culturas em meio da fase
exponencial de crescimento.

Moro et al. (1995) obtiveram 5,8 x 10° UFC por pg de pWH 1510, com 58% de
sobrevivéncia celular, como rendimento méximo de eletroporagdo de células intactas de
B. megaterium WH 320.

Xue et al. (1999) obtiveram rendimentos maximos de 1,4 x 10° ¢ 1,8 x 10
transformantes por pg de DNA para a transformagao de B. subtilis e B. licheniformis,
respectivamente. Tais eficiéncias foram alcancadas pela aplicacdo do protocolo
caracterizado pela combinagdo de alta osmolaridade e elevados campos elétricos,

descrito por esses pesquisadores.

Rhee et al (2007) atingiram eficiéncia de transformacao de B. coagulans,

utilizando o plasmideo pNW33N, de aproximadamente 1,5 x 10'® por mol de DNA.

2.8 Plasmideos nativos de Bacillus megaterium

Os plasmideos podem constituir uma quantidade substancial do contetido
genético total de uma bactéria. Podem carregar genes envolvidos na viruléncia,
metabolismo, degradagdo de compostos toxicos, resisténcia a antibioticos e a metais
pesados, bem como sua propria transferéncia entre espécies ou gé€neros. Portanto,
podem ser considerados como pool de DNA extracromossomal que pode ser
compartilhado entre populagdes. Muitos plasmideos em Bacillus e em outras bactérias

Gram-positivas ndo apresentam fenotipo aparente. A maioria das linhagens de B.
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megaterium contém mais de quatro plasmideos nativos, mas até recentemente poucos de

seus genes foram examinados (Rosso & Vary, 2005).
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Figura 2.8. Mapa do plasmideo pBM 400 nativo de B. megaterium (Sholle et al., 2003).
Genes para replicagdo, divisdo celular, recombinagdo, resisténcia a metais pesados sao
encontrados em pBM 400. A regido replicon (RepM400, ORFB e ORFC) esta em

vermelho. RepM400, sozinha, ¢ suficiente para a replicacao; porém, ORFB ¢ requerida
para a estabilidade.

A maior parte dos estudos em genética de B. megaterium foi realizada na
linhagem QM B1551 (Vary, 1994). Esta linhagem contém sete plasmideos nativos. Seis
das sete origens de replicacdo compativeis foram clonadas e seqiienciadas. Os quatro
plasmideos da linhagem QM B1551 seqiienciados (dentre eles, o plasmideo pBM 400,

Figura 2.8) contém genes que apresentam significativa similaridade com aqueles de
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genomas ¢ plasmideos de bacilos patogénicos, como Staphylococcus, Streptococcus e
Archea. Este fato representa importantes implicagdes na patogenicidade e na resisténcia
a antibidticos entre bactérias (Rosso & Vary, 2005). Analises da composi¢ao de bases
de pBM 400 revelaram contetido G + C de 36,5%, similar ao contetido G + C descrito
para linhagens de B. megaterium, entre 37 e 39% (Priest et al., 1981 apud Sholle et al.,

2003).

2.9  Penicilina G Acilase (PGA)

A enzima Penicilina Acilase, também denominada amidohidrolase, amidase ou
beta-lactamico acilase (E.C. 3.5.1.11), foi primeiramente isolada de Penicillium
chrysogenum Q176 (Sakaguchi & Murao, 1950).

Penicilinas acilases (PACs) estdo envolvidas tanto na hidrolise (Figura 2.9.1)
como na acilacdo de antibidticos beta-lactdmicos, para gerar seus respectivos nucleos
beta-lactamicos, como o acido 6-aminocefalosporanico (6-APA), utilizados na produgao
de penicilinas semi-sintéticas e cefalosporinas (Figura 2.9.2). Aplicagdes
biotecnoldgicas de PACs emergiram como importante alternativa aos procedimentos
quimicos tradicionais para a produgdo de antibioticos beta-lactdmicos, de pequenos

peptideos e de isomeros puros a partir de misturas racémicas (Arroyo et al., 2003).
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Figura 2.9.1. Hidr6lise de penicilinas, catalisadas por penicilinas acilases, para produzir
acido 6-aminopenicilanico (6-APA) (Arroyo et al., 2003).
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Figura 2.9.2. Sintese de importantes antibioticos beta-lactdmicos, catalisada por
penicilina acilase (Arroyo et al., 2003).

Penicilinas sdo os antibidticos beta-lactimicos mais largamente utilizados.
Representam cerca de 19% do mercado mundial estimado de antibidticos, devido a sua
acdo inibitdria superior sobre a sintese de parede celular bacteriana, amplo espectro de

atividade bactericida, baixa toxicidade e excepcional eficdcia contra varias linhagens
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bacterianas. Entretanto, o uso excessivo desses antibioticos conduziu a sele¢do de
patogenos resistentes (Parmar et al., 2000).

Penicilinas semi-sintéticas como a amoxicilina e a ampicilina exibem melhores
propriedades (estabilidade aumentada, absorcao facilitada e reduzidos efeitos colaterais,
como exemplos), se comparadas as penicilinas naturais G e V, e representam uma
solucdo pratica para o problema da resisténcia microbiana adaptativa a antibidticos
(Arroyo et al., 2003).

Devido ao fato de o preco do 6-APA provocar impacto direto no custo das
penicilinas semi-sintéticas, continuos esforcos tém sido empregados para melhorar a
tecnologia de producdo desse acido. A disponibilidade de catalisadores enzimaticos de
baixo custo, com especificidade, atividade, pureza e estabilidade melhoradas sao
esperadas para reduzir o custo de enzimas imobilizadas e, finalmente, o custo da
producao de 6-APA e penicilinas semi-sintéticas (Parmar et al., 2000).

A expressio de PGA foi verificada em muitos sistemas microbianos de
expressdo, ¢ uma variedade de estratégias foram utilizadas para o aumento de sua
produtividade (Zhang et al., 2006). As culturas mais comumente empregadas na
producdo em larga escala dessas enzimas incluem Bacillus megaterium, Escherichia
coli, Streptomyces lavendulae, Achromobacter sp, Proteus rettgeri, Actinoplanes sp,
Bovista plumbea, Kluyvera atrophila, Pseudomonas melanogenum ¢ Penicillium
chrysogenum (Savidge, 1984; Shewale & Sivaraman, 1989).

Estima-se que mais de 88% do 6-APA produzido mundialmente ¢ obtido por via
enzimatica pelo uso de PGA, e o restante, por Penicilina V Acilase (PVA) (Rajendhran
& Gunasekaran, 2004), o que justifica o fato de a PGA ocupar a segunda posi¢do como

enzima mais utilizada industrialmente no mundo, sob a forma imobilizada, abaixo
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somente da glicose isomerase. Em contraste com os processos de desacilagdo quimica, a
conversao enzimatica € sitio e estéreo-especifica, e as condigdes de reacdo sao amenas.
Dados econdmicos comparativos sobre a producdo de 6-APA por processos quimicos
convencionais € por processos enzimaticos indicam que a via enzimatica ¢, a0 menos,
9% mais barata. Essa reducdo de custos pode atingir mais de 20%, se a produg¢do por via
enzimatica for integrada a producdo de penicilina G por fermentacao (Parmar et al.,
2000).

Uma variedade de estratégias foi desenvolvida para aumentar a produtividade de
linhagens carregando o gene da PGA (gene pac), pela busca de linhagens mutantes
isoladas por mutagénese convencional e pelo uso de tecnologia de DNA, para a
constru¢do de linhagens recombinantes com maior produtividade de PGA.

Panbangred et al. (2000) isolaram uma linhagem de B. megaterium mutante,
designada Bm-UN1, que produz mais PGA que sua linhagem parental, B. megaterium
ATCC 14945. A expressao do gene pac de Bm-UN1 foi aumentada em B. megaterium
UNcat (Bm-Uncat, em que falta o gene pac) pelo uso do plasmideo recombinante pBA
402 contendo o gene pac. A atividade da PGA produzida por Bm-Uncat foi muito
superior a produzida por B. subtilis, transformadas com o mesmo plasmideo (pBA 402).
O maximo de atividade de B. megaterium transformantes foi 20,4 U/mL, enquanto que
para B. subtilis foi 5,8 U/mL, para 24 horas de cultivo.

Rajendhran & Gunasekaran (2007) clonaram o gene pac de B. badius, que foi
expresso com seu proprio promotor em diferentes linhagens de E. coli. A méaxima
atividade para PGA recombinante (1,82 U/mL) foi obtida com E. coli DH5a, com 20

horas de cultivo.
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A organizagao polipeptidica tipica das PGAs foi descrita como sendo a seguinte:
sequéncia sinal — subunidade alfa — peptideo espagador — subunidade beta (Verhaert et
al., 1997 apud Zhang et al., 2006).

A PGA de B. megaterium, como as de outras bactérias Gram — positivas, €
secretada para o meio. O gene que codifica para a PGA de B. megaterium (gene pac)
apresenta 2406 nucleotideos. A subunidade alfa apresenta aproximadamente 29 kDa e a
subunidade beta, 60 kDa. A seqiiéncia de aminoacidos do gene pac (Figura 2.9.3)

revelou grande similaridade com a de outras beta-lactamases (Martin et al., 1995).
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Figura 2.9.3. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos do gene pac de B.

megaterium (dados depositados no GenBank, sob o niimero de acesso No. Z37542)

(Martin et al., 1995).
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2.9.1 Produg¢io de PGA por microorganismos geneticamente modificados

(OGMs)

A tecnologia do DNA recombinante tem sido largamente utilizada para
aumentar a produ¢do de proteinas em microorganismos naturalmente produtores dessas
biomoléculas. Dentre os microorganismos mais utilizados, estd a bactéria Gram —
negativa E. coli, dada sua expressiva caracterizacao genética. A PGA de B. megaterium
ATCC 14945 foi expressa em E. coli, mas nao foi possivel verificar a secrecdo da
enzima recombinante, provavelmente devido ao fato de o peptideo sinal contido na
seqliéncia do gene pac de B. megaterium nao ser reconhecido pela maquinaria

enzimatica de secrecao de E. coli (Martin et al., 1995).

B. megaterium apresenta diversas vantagens sobre outros sistemas hospedeiros
microbianos para a producdo e secrecao de proteinas recombinantes (Malten et al.,
2005a). Em contraste com E. coli, B. megaterium possui elevada capacidade para
exportagdo de proteinas. Comparado com B. subtilis, revela estabilidade de plasmideos
e baixa atividade intrinseca de proteases (Vary, 1994). Importantes pré-requisitos para
aplicacdes biotecnologicas de B. megaterium incluem eficiente sistema de
transformagao, replicacdo de plasmideos e a possibilidade de integrar genes heterologos
em seu genoma (Rygus et al., 1991 apud Yang et al., 20006).

Para maximizar a capacidade de B. megaterium para a secrecdo de exoenzimas
em grandes quantidades para o meio, vetores utilizando os peptideos sinais (SP) da
esterase LipA de B. megaterium (Malten et al., 2006) e PGA (Biedendieck et al., 2007a)

foram desenvolvidos para a produgdo de proteinas recombinantes extracelulares.
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Yang et al. (2006) descreveram a expressao do gene da penicilina G acilase
(PGA) isolado de Bacillus megaterium ATCC 14945 em sua linhagem derivada B.

megaterium DSM 319.

Meevootisom & Sauders (1987) clonaram um fragmento cromossomal de 7,7 kb
EcoRI incluindo uma regido de cerca de 2,5 kb que codifica para PGA em E. coli. A
enzima recombinante foi produzida e acumulada no espago periplasmatico, pois nao foi
detectada atividade enzimatica no meio de cultivo. A enzima de B. megaterium ¢
secretada para o meio, razao pela qual o gene pac dessa bactéria Gram — positiva
apresenta o peptideo sinal. E compreensivel que ndo ocorra o reconhecimento do
peptideo sinal do gene pac de B. megaterium pela maquinaria de E. coli, uma vez que

essa ultima ¢ uma bactéria Gram — negativa e ndo secreta suas proteinas para o meio.

A relativamente baixa expressao do gene em E. coli pode ser devida a pequena
forga de seu promotor ou a pobre leitura transcricional pelo promotor do vetor. Uma vez
que a PGA de E. coli é extensivamente processada pods-transcricionalmente, uma
explicagdo adicional seria a de que a enzima de B. megaterium ndo ¢ processada
corretamente quando expressa de modo heter6logo. Isto explicaria a observacao de falha
de E. coli para a secrecdo de penicilina acilase de B. megaterium. Outras possibilidades
incluiriam o enovelamento incorreto das subunidades alfa e beta da PGA de B.
megaterium produzida por E. coli, dada a possivel auséncia de processamento do
peptideo espacador, contido entre as duas subunidades da enzima em sua forma

precursora (Meevootisom & Sauders, 1987).

Gamer et al. (2007) desenvolveram um vetor que permite a producao e secre¢ao
de proteinas recombinantes em B. megaterium. Diversos sistemas promotores (xilose ou

sacarose-induziveis, T7 RNA polimerase dependente) podem ser empregados para a
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expressdao de genes recombinantes, enquanto que uma série de diferentes peptideos
sinais podem ser usados para a secre¢do de proteinas. Sequéncias codificantes para
peptideos de fusao (His-6 e Strepll) tornam possivel a purificacdo direta por afinidade

(Gamer et al., 2007).

2.10 OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foi estudar as condigdes de cultivo e de
eletrocompeténcia, de modo a estabelecer um protocolo para transformacao por
eletroporacdo de células vegetativas de B. megaterium ATCC 14945 com DNA

plasmidial contendo o gene pac (gene da enzima PGA) do proprio B. megaterium.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Microorganismos

Foram utilizadas células vegetativas de Bacillus megaterium ATCC 14945,
conservadas em solucdo de glicerol 20% (v/v), sob — 80°C. Tais cé€lulas foram obtidas
por meio de cultivo de esporos conservados em criotubos, em solugdo de glicerol 20%
(v/v), sob — 80°C, doados pela Fundagdo André Tosello, Campinas, SP. Aliquotas das
culturas de esporos para a producao de células vegetativas foram recolhidas apos 12
horas de cultivo em Meio LB, a 300 rpm e 30°C, sob condi¢des assépticas, para a
preparagao de estoques de células vegetativas em glicerol.

As linhagens de E. coli DH5a e BL21 foram utilizadas para a amplificag¢do e

manutengdo dos plasmideos (Sambrook et al., 1989).

3.1.2 Meios de Cultivo

Foram realizados testes para obtencdo de resultados preliminares que
permitissem a comparagdo das taxas de crescimento de células vegetativas de B.
megaterium em dois diferentes meios, LB e Nutriente.

O meio LB (Luria — Bertani) utilizado para o cultivo foi composto por (p/v):

10,0 g/L de triptona; 5,0 g/L de extrato de levedura e 10,0 g/L de NaCl. O pH foi
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ajustado para 8,0. Para a preparacdo de agar LB, adicionou-se 20 g/L de agar
bacteriologico.

O meio Nutriente foi testado como alternativa ao crescimento de B. megaterium,
dada a hipotese de insuficiéncia de nutrientes no meio LB para essa espécie,
considerando-se também as injarias sofridas pelas células durante o processo de
transformagao por eletroporagdo. O meio Nutriente foi preparado adicionando-se 3,0
g/L de extrato de carne e 5,0 g/LL de peptona, e ajustando-se o pH para 7,0. Para o agar
Nutriente, adicionou-se 20 g/L de agar bacterioldgico.

Finalmente, foi testado o Meio para o protocolo de eletrotransformacao de Alta
Osmolaridade, descrito para eletroporacao de B. subtilis (Xue et al., 1999). O Meio de

Crescimento foi composto pela adicao de 0,5 M de sorbitol em Meio LB (Meio LBS).

3.1.3 Meios de Eletroporacio e Recuperac¢io pos-pulso elétrico

Os Meios de Eletroporagdo empregados foram: 25% PEG 6000/0,1 M Sorbitol
(Moro et al., 1995); 0,625 M Sacarose/1,0 mM MgCl,, pH 5,5 (Dunny et al., 1991)
HEPES 10 mM, pH 7,0 (Belliveau & Trevors, 1989) e, finalmente, de acordo com o
protocolo de eletrotransformacao de Alta Osmolaridade (Xue et al., 1999), o Meio de
Eletroporacao consistindo de 0,5 M de sorbitol, 0,5 M de manitol e 10% de glicerol
(SMQG).

Belliveau & Trevors (1989) e Moro et al. (1995) utilizaram o Meio LB como
Meio de Recuperacao (para incubagdo das células ap6s a aplicagdo dos pulsos elétricos).

O Meio de Recuperacdao proposto por Xue et al. (1999) foi composto por LB

contendo 0,5 M de sorbitol e 0,38 M de manitol (LBSM).
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Ambos os Meios de Recuperagao, LB e LBSM, ricos, foram utilizados nos

experimentos de eletroporagdo de B. megaterium ATCC 14945.

3.1.4 Plasmideos

Os plasmideos pBR 322 e pHis foram utilizados nos ensaios de eletroporacao
ainda ndo contendo o gene para a enzima PGA. O objetivo desses ensaios foi o de
estabelecer um protocolo de transformacdo de células de B. megaterium. A
transformagao dessa espécie com o vetor carregando tal gene constituiria os passos

subsequentes desta Linha de Pesquisa.

3.1.4.1 Vetor pET 32 (Novagen®)

O vetor pET 32 (Novagen™) apresenta 5900 pb. A série pET-32 ¢ designada para
clonagem e elevada expressio de sequencias de peptideos fusionadas a proteina
tioredoxina (TrxeTag"). Os sitios de clonagem estdo disponiveis para a producdo de
proteinas fusionadas contendo também sequencias clivaveis His*Tag"” e SeTag” .

O vetor aqui denominado pET 32 “PGA” foi preparado pela Dra. Monica Rosas
Costa lemma (Departamento de Engenharia Quimica, UFSCar). Este plasmideo contém
o gene da enzima inteira (pac) sem o peptideo sinal e com o peptideo

espacador clonado entre os sitios de Bam HI ¢ EcoRI
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Figura 3.1.4.1. Mapa do plasmideo pET-32 (Novagen®). O plasmideo recombinante, no
qual foram inseridos os genes das unidades alfa e beta da PGA de B. megaterium foi

denominado “pET PGA 32”.

3.1.4.2 Vetor pETduet 1 (Novagen ®)

Foi também utilizado o vetor pETduet 1 (Novagen ®) como DNA plasmidial
para a transformacgdo de celulas vegetativas de B. megaterium por eletroporagdo. Esse
vetor apresenta dois sitios multiplos de clonagem (MSC 1 e MSC 2), sendo cada um
deles precedidos por um promotor T7 e por um Operon /ac e por um sitio de ligagao de
ribossomo (rbs). O vetor tambem carrega o replicon ColE1 derivado de pBR 322, e os
genes lacl e de resisténcia a ampicilina. O vetor pETduet 1 foi preparado para conter os
genes das subunidades alfa e beta da PGA pela Dra. Moénica Rosas Costa lemma. O

gene da subunidade alfa da PGA de B. megaterium foi inserido entre os sitios das
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enzimas EcoRI e Notl, no MSC 1. O gene da subunidade beta foi inserido no MSC 2,

entre os sitios das enzimas Nde e Xhol (Figura 3.1.3.2).
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Figura 3.1.4.2. Mapa do plasmideo pETDuet-1 (Novagen®). O plasmideo
recombinante, no qual foram inseridos os genes das unidades alfa e beta da PGA de B.
megaterium foi denominado “Duetof-Bm”.

3.1.4.3 Vetor pBR 322 (Fermentas®)

O vetor pBR322 apresenta 4361 pb e contém o replicon rep responsavel pela
replica¢do do plasmideo; o gene rop, que codifica para a proteina Rop; o gene bla, que
codifica para beta-lactamase (confere resisténcia a ampicilina) e o gene tet, codificando
para resisténcia a tetraciclina.

Foram realizadas eletroporagdes de células vegetativas de B. megaterium com o
DNA plasmidial pBR 322 (plasmideo ndo contendo o gene para a enzima PGA), de
modo a testar o uso de plasmideos de familias distintas da familia pET. Os protocolos

aplicados foram os mesmos utilizados para as eletroporacdes com o plasmideo
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pETDuet-1, a saber: protocolos de eletroporagdo com os Meios PEG/Sorbitol e
HEPES, acima descritos. A quantificacao espectrofotométrica de pBR 322 foi de 0,38
pug/ul. Foram utilizados 26,3 uL para a eletrotransformagao de 400 pL de suspensdo
celular em Meio de eletroporagao. As condigoes de eletroporacao, bem como os valores
para a Duracao do Pulso Elétrico tempo dos pulsos estdo expressos nos Quadros 3.3.4.4

(Experimento P2) e 3.3.4.5 e na Tabela 4.7.2 (Experimento HS).

3.1.4.4 Vetor pHis 1522 (MoBiTec®)

O DNA plasmidial pHis 1522 apresenta operon xilose altamente induzivel. E
caracterizado por sua estabilidade, expressdo de proteinas com elevados rendimentos

em B. megaterium e por sua versatilidade para clonagem.

xy“?

pHIS1522

Figura 3.1.4.4. Mapa do plasmideo pHis 1522 (MoBiTec®). A ORI pBC16 ¢ especifica
para B. megaterium.
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3.2 Métodos Analiticos

3.2.1 Leitura espectrofotométrica

Todas as medidas de absorbancia a 260 ou 600 nm foram realizadas em

espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro® (Pharmacia).

3.2.2 Microscopia e Analise de Imagens

O microscopio 6ptico comum utilizado foi um Olympus®, modelo BX 50. O
sistema para aquisi¢ao de imagens da UVP incluia transiluminador com lampadas UV e

branca, com cAmara fotografica digital acoplada e o software “DocIpLS™”.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Extrag¢ao de DNA

O DNA gendmico de B. megaterium foi utilizado como molde para a PCR
(utilizando com primers referentes a seqiiéncia sinal — Sense sinal 14945 — e a seqiiéncia
C-terminal da subunidade beta — Antisense ). O uso desses primers produziu como
produto final o gene pac inteiro (Martin et al., 1995). O produto de PCR esperado
apresenta tamanho aproximado de 2500 pares de bases.

As extracdes de DNA plasmidial tiveram como objetivo a preparacao de vetores
para sua utilizagdo nos processos de eletrotransformagdo de B. megaterium. Os
plasmideos foram propagados em E. coli (linhagens DHS5a e BL 21) e extraidos por Lise

Alcalina.
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3.3.1.1 Extracio de DNA gendomico de B. megaterium

Para a extracdo do DNA gendmico de B. megaterium foram cultivadas células
vegetativas B. megaterium ATCC 14945, em 5,0 mL de meio LB. Apos 16 horas de
crescimento sob 300 rpm e a 30°C, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm, durante
10 minutos. Os precipitados foram ressuspendidos em 1,0 mL de Tris — HCI 30 mM pH
8,0; 25% sacarose (v/v) e 0,003 g de lisozima (E.C. 3.2.1.17; concentragao final de 3,0
mg/mL).

As preparagdes foram levadas a banho-maria durante uma hora. Entdo, foram
adicionados 1,0 mL de Tampdo de Lise em cada amostra (10 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA, 1% SDS) e 120 pg de proteinase-K. As amostras foram mantidas em banho-
maria a 37°C por mais 30 minutos. Logo, foram adicionados 2,0 mL de fenol ¢ 2,0 mL
de cloroférmio para cada amostra, misturando-se por inversdao. Apds decantagdo da fase
organica, os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos estéreis e outros
2,0 mL de cloroférmio foram adicionados. As amostras foram centrifugadas a 5000
rpm, durante 5 minutos. A fase superior de cada uma foi transferida para novo
microtubo e, a esse contetido, foram adicionados 0,1 volume de acetato de sodio 3M pH
4,8 ¢ 2 volumes de etanol 95% e agitados continuamente até a formagdo de um
precipitado. Com o auxilio de pipeta, os precipitados foram transferidos para novos
microtubos. Esses contetdos foram lavados com 10 mL de etanol 80% e entdo
centrifugados a 5000 rpm, durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram desprezados e os
precipitados foram levados a secagem em estufa a 37 °C e entdo ressuspendidos em 200

uL de agua ultra-pura.
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Foram utilizados 20uL de DNA genOmico para quantificagao
espectrofotométrica a 260 nm. O sucesso do procedimento também foi verificado por
meio de eletroforese em gel de agarose 1%, aplicando-se 5,0 puL. de DNA ressuspendido
em agua ultra-pura adicionados a 2,0 pL de tampdo para DNA (0,25% de azul de

bromofenol em 30% de glicerol).

3.3.1.2 Extracio de DNA plasmidial por Lise Alcalina

Os procedimentos de extracao abaixo descritos foram utilizados para a produgao
de DNA plasmidial a ser empregado nos protocolos de transformacao de B.
megaterium. Tais procedimentos também foram aplicados para o estabelecimento de um
protocolo de extracao de DNA plasmidial a partir de células do proprio B. megaterium.

Células de E. coli DHS5a e de E. coli BL 21 foram cultivadas em 10 mL meio LB
contendo ampicilina (100 pg/mL), sob agitacao de 300 rpm, a 37°C, durante 16 horas. O
volume de 1000 pL dessa cultura foi diluido em 50 mL de meio LB fresco contendo
ampicilina (100 pg/mL). As preparagdes foram levadas a crescimento sob agitacdo de
300 rpm, a 37°C, durante aproximadamente 3 horas (para atingir D.O. 600 nm igual a
1,0). A extracdo de DNA plasmidial foi realizada por meio de protocolo de Extragdo de
DNA por Lise Alcalina (Sambrook et al., 1989).

O DNA plasmidial foi ressuspendido em 30 puL. de dgua ultra-pura autoclavada,
quantificado espectrofotometricamente ¢ aplicado em gel de agarose 1% para
eletroforese e armazenado a — 20°C.

O procedimento foi reproduzido com as seguintes modificagdes, visando o maior

rendimento da técnica: utilizacdo de etanol 100%, em substituicdo ao isopropanol,
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aumento do tempo de incubacdo a — 80°C (na etapa de precipitagcdo); realizacdo de
centrifugacao adicional, apos a adicao de acetato de potassio.

O protocolo de lise alcalina acima descrito também foi aplicado a células
vegetativas de B. megaterium tratadas previamente com lisozima (E.C. 3.2.1.17). Os
precipitados foram ressuspendidos em 200 puL de Tampao GTE pH 8,0 acrescido de
lisozima (100 pg para 500 uL de Tampao GTE, adicionados imediatamente antes do

uso).

3.3.2 Preparacao de células para ensaios de Viabilidade Celular e Quantificacao

de Biomassa produzida

Culturas de células vegetativas de B. megaterium cresceram em Meio Nutriente,
LB ou LBS até o final da fase exponencial de crescimento, a 300 rpm e 30°C. Apds esse
periodo de crescimento overnight, foram realizadas as leituras espectrofotométricas a
600 nm de amostras das culturas (ensaios com cé¢lulas vegetativas em final da fase
exponencial). Para os ensaios com células vegetativas em meio da fase exponencial de
crescimento, realizou-se a diluicdo das culturas crescidas overnight (0,5 - 1,0 mL) em
50 mL de meio fresco, permitindo-se o crescimento sob 300 rpm, a 30°C, até que as
culturas atingissem leitura a 600 nm igual a 1,0 (de acordo com as Curvas de
Calibragao para Crescimento de B. megaterium, subitem 4.2).

Apo6s o periodo de crescimento, as células foram centrifugadas a 3000 rpm, por
10 minutos, a 4°C, para obtencdo do precipitado, que foi lavado por trés vezes com
Meio de Eletroporagao gelado (Meios PEG/Sorbitol, Sacarose/MgCl,, HEPES 10 mM
ou SMG). A suspensao celular resultante foi utilizada para os ensaios de viabilidade

celular (Método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonias, Tabela 3.3.2.1,
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subitem 3.3.2.1) e para a quantificacdo de biomassa produzida (Método da Massa Seca,

subitem 3.3.2.2).

3.3.2.1 Método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Para verificar a viabilidade das células vegetativas de B. megaterium utilizadas
nos protocolos de eletroporagao, foi empregado o Método de Contagem de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). E de fundamental importancia a quantificacdo de
células viaveis que serdo submetidas aos tratamentos com os Meios de Eletroporagao,
de modo a ajustar a concentragdo de DNA plasmidial a ser utilizada e permitir os
calculos de eficiéncia de transformacgao.

O M¢étodo de Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) considera
que o numero de coldnias que crescem corresponde ao nimero de células presentes na
amostra. Foi realizada a Dilui¢do Seriada das culturas de células vegetativas de B.
megaterium ¢ seu posterior plaqueamento, de modo a permitir o isolamento de colonias
e sua quantificacdo, de acordo com o fator de dilui¢ao correspondente (Tortora, 2005).

A quantificagdo de células vidveis pelo Método de Contagem de UFC foi
realizada sistematicamente para o cultivo de B. megaterium em cada um dos trés Meios
de Crescimento (Nutriente, LB ¢ LBS) e para cada um dos quatro diferentes Meios de
Eletroporacao empregados (PEG/Sorbitol, Sacarose/MgCl,, HEPES e SMQG), resultando
em 12 ensaios (UFC 1 a 12), subdivididos em experimentos com células em meio e
final da fase exponencial de crescimento (Tabelas 3.3.2.1.1, 3.3.2.1.2 ¢ 3.3.2.1.3).

Os pulsos elétricos foram aplicados sobre as suspensdes celulares em Meio de

Eletroporacao sem a adicdo de DNA plasmidial.
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Tabela 3.3.2.1.1. Caracteristicas dos cultivos de células de B. megaterium em Meio
Nutriente e condigdes elétricas empregadas apos o tratamento com os diferentes Meios
de Eletroporagao (PEG/Sorbitol, Sacarose/MgCl,, HEPES e SMG).

Ensaio Fase Cresc. Meio Vo Eq R C
Exponenc. Eletroporagao kV) (kV/em) (Q) (uF)

UFC 1 Meio PEG/Sorbitol 2,4 12 200 25
Final

UFC 2 Meio Sacarose/MgCl, 2,0 10 200 25
Final

UFC 3 Meio HEPES 2,5 12,5 200 25
Final

UFC 4 Meio SMG 2,5 12,5 200 25
Final

Tabela 3.3.2.1.2. Caracteristicas dos cultivos de células de B. megaterium em Meio LB
e condicodes elétricas empregadas apds o tratamento com os diferentes Meios de
Eletroporacao (PEG/Sorbitol, Sacarose/MgCl,, HEPES ¢ SMG).

Ensaio Fase Cresc. Meio Vo E, R C
Exponenc. Eletroporagao kV) (kV/em) (Q) (puF)
UFC 5 Meio PEG/Sorbitol 2,4 12 200 25
Final
UFC 6 Meio Sacarose/MgCl, 2,0 10 200 25
Final
UFC 7 Meio HEPES 2,5 12,5 400 25
Final *
600 50
UFC 8 Meio SMG 2,5 12,5 400 25
Final 50
sk
600 25
50

* Para o resistor de 400 Q, foi utilizado o capacitor de 25 puF; para o resistor de 600 Q, foi selecionado o

capacitor de 50 pF.

** Para cada um dos resistores selecionados (400 e 600 Q), foram utilizados os capacitores de 25 e de 50

pF.
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Tabela 3.3.2.1.3. Caracteristicas dos cultivos de células de B. megaterium em Meio LBS
e condigdes elétricas empregadas apds o tratamento com os diferentes Meios de
Eletroporacao (PEG/Sorbitol, Sacarose/MgCl,, HEPES e SMQG).

Ensaio Fase Cresc. Meio Vo Eq R C
Exponenc. Eletroporagao kV) (kV/em) (Q) (uF)
UFC 9 Meio PEG/Sorbitol 2,4 12 200 25
Final
UFC 10 Meio Sacarose/MgCl, 2,0 10 200 25
Final
UFC 11 Meio HEPES 2,5 12,5 400 25
Final *
600 50
UFC 12 Meio SMG 2,5 12,5 400 25
Final 50
ko
600 25
50

* Para o resistor de 400 Q, foi utilizado o capacitor de 25 pF; para o resistor de 600 Q, foi selecionado o
capacitor de 50 pF.

** Para cada um dos resistores selecionados (400 e 600 Q2), foram utilizados os capacitores de 25 ¢ de 50
uF.

3.3.2.2 Analise da Producio de Biomassa pelo Método da Massa Seca

O Meétodo da Massa Seca foi utilizado para a quantificacdo da producdo de
biomassa de B. megaterium nos cultivos em Meio Nutriente, LB e LBS, nos
Experimentos MS 1, MS 2 e MS 3, respectivamente.

Foram utilizadas membranas de celulose Millipore® com didmetro de poro 0,45
um. As membranas previamente identificadas e foram levadas sobre vidros de reldgio a
secagem em estufa a 60°C, por periodo minimo de 12 horas.

Apods a secagem, as membranas foram transportadas em dessecador contendo
silica e submetidas a vacuo. Foi aguardado o resfriamento das membranas e entdo

realizadas as pesagens. As filtragdes foram realizadas apos a aplicagdo dos volumes pré-
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determinados de suspensdo celular (preparadas conforme descrito no subitem 3.3.3.1)
sobre cada membrana inserida no sistema de filtragdo a vacuo.

As membranas foram entdo levadas para secagem em estufa a 60°C por 24 horas.
As quantificagdes espectrofotométricas a 600 nm foram realizadas para cada amostra,
de modo a relacionar a concentragdo celular (Cx) em g/L com as leituras
espectrofotométricas (D.0O.) a 600 nm por meio de uma curva de calibracao descrita
pela equagao linear:

C x (g/L) = coeficiente linear + (tangente angulo x D.O. 600 nm)

3.3.3 Analise morfoldgica e pureza do cultivo

As preparagdes a fresco foram realizadas com o objetivo de verificar a
morfologia das células e a pureza do cultivo. Tais preparagdes consistiam de aplicagdo
de aliquotas de 20 pL de células em cultura liquida sobre laminas, em condigdes
assépticas, e imediata observagdo ao microscopio optico comum (sob aumento de 1000
vezes).

As preparagdes permanentes utilizadas foram a Coloragdo de Gram e a
Coloragao Verde Malaquita. A Coloragdo de Gram permitiu a confirmagdo da natureza
da parede das células sob analise: bactérias Gram — positivas, como B. megaterium, sao
coradas em roxo (violeta azulado). A Coloracdo Verde Malaquita foi aplicada para
analisar o estado das células, se vegetativas ou se esporos, pois 0s esporos coram-se em

verde e as células vegetativas apresentam coloragdo avermelhada.
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Ambos os tipos de preparacdo acima descritos foram realizados nas seguintes
etapas dos protocolos de eletroporacao: (1) ao final do periodo de cultivo a partir do
pré-indculo de células; (2) apds lavagens e ressuspensdao das células em Meio de
eletroporacdo; (3) imediatamente apds o pulso elétrico e (4) ao final do periodo de

incubagao pds-choque elétrico.

3.3.4 Eletroporacoes

Foi utilizado o equipamento Gene Pulser® II Electroporation System/Pulse
Controller e cubetas de espaco entre eletrodos de 0,2 cm (BioRad®) para todos os
experimentos de eletroporagdo, incluindo os Testes para determinagdo da Duracdo dos

Pulsos Elétricos.

3.3.4.1 Testes para determinacio da Duracio dos Pulsos Elétricos

Para a caracterizacdo e selecdo de valores para a Duracdo dos Pulsos Elétricos
adequados a eletroporagdo de células vegetativas de B. megaterium, foram realizados
testes preliminares com os meios de eletroporacdo. Tais experimentos consistiram na
aplicag¢do de pulsos elétricos sobre aliquotas dos Meios HEPES 10 mM e PEG/Sorbitol,
utilizando-se o volume recomendado de solucdo para as cubetas de 0,2 cm (400 pL) e
dispensando especial cuidado a temperatura dos Meios (manuten¢do a 0°C). Foram
combinados diferentes valores de resistores paralelos (R, em ), capacitores (C, em puF)

e campos elétricos iniciais (Eg), de acordo com os valores utilizados por Miller et al.
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(1989), Dunny et al. (1991), Shark et al. (1991) e Moro et al. (1995), como indicados

nas Tabelas 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3 ¢ 4.6.4 (vide Resultados e Discussao, subitem 4.6)

3.3.4.2 Protocolos para Eletroporacao ou Eletrotransformacao

Todos os protocolos para eletroporagao foram realizados utilizando-se os Meios
LB, Nutriente ¢ Meio LBS (LB acrescido de 0,5 M de sorbitol, protocolo de Alta
Osmolaridade) como Meios de Crescimento para o cultivo das células, em experimentos
independentes. Para cada um dos meios, foram produzidas curvas de calibragdo
referentes ao crescimento de B. megaterium pelo acompanhamento da producdo de
biomassa (Método da Massa Seca) e de leituras espectrofotométricas a 600 nm de
aliquotas de cultura a tempos pré-determinados. As curvas de calibragdo foram
produzidas pela média de dois experimentos independentes (amostras em duplicata),
para cada um dos meios.

O tratamento das células vegetativas de B. megaterium anterior a aplicagdo do
pulso elétrico (aqui denominado “pré-eletroporacao”) ¢ descrito abaixo (subitem
3.3.4.3). As variagdes referentes a cada experimento podem ser verificadas nas Tabelas

3.3.4.3.1,3.3.4.3.2 ¢ 3.3.4.3.3 ¢ nas descri¢des nos subitens 3.3.4.4 a 3.3.4.8.

3.3.4.3 Preparacio de células de B. megaterium para Eletroporacao

Os cultivos de células vegetativas de B. megaterium foram iniciados a partir do
inéculo de células vegetativas dessa espécie conservadas em glicerol 20% (v/v), sob -
80°C, em 10 - 50 mL de Meio LB, Nutriente ou LBS, sob agitagao de 300 rpm, a 30°C,

durante 12 - 16 horas.
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Apo6s o referido periodo de crescimento overnight, foram realizadas as leituras
espectrofotométricas a 600 nm de amostras de 1,0 mL das culturas. Para os trabalhos
com células vegetativas em final da fase exponencial de crescimento, procedeu-se ao
protocolo pré-eletroporagao imediatamente apos as leituras espectrofotométricas. Para
os trabalhos com células vegetativas em meio da fase exponencial de crescimento,
realizou-se a diluicao das culturas crescidas overnight (0,5 - 1,0 mL) em 50 mL de meio
fresco, permitindo-se o crescimento sob 300 rpm, a 30°C, até que as culturas atingissem
leitura a 600 nm igual a 1,0 (de acordo com as Curvas de Calibragao para Crescimento
de B. megaterium, subitem 4.2).

As culturas foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 - 12 minutos, a 4°C e
lavadas em Meio de Eletroporagao (Sacarose/MgCly; PEG/Sorbitol, HEPES ou Meio
SMQG) gelado. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C.
As células foram ressuspendidas em 1,0 - 2,0 mL de Meio de Eletroporagdo e
centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram desprezados
cuidadosamente, com auxilio de pipeta.

As amostras foram ressuspendidas em 1,0 — 1,125 mL de Meio de Eletroporacao
e mantidas em gelo por um periodo maximo de 30 minutos.

Foram adicionados 100 - 400 pL de suspensdo celular e 1,0 - 10 pg de DNA
plasmidial as cubetas de eletroporagao pré-resfriadas, incubados em gelo por um minuto
e imediatamente submetidos ao pulso elétrico. Foram selecionados os valores para
capacitor (3, 25 ou 50 pF), resistor (200, 400 e 600 Q) e voltagem (0,5 - 2,4 kV), para
produzir campos elétricos iniciais entre 2,5 e 12,0 kV/cm. As caracteristicas dos pulsos
elétricos aplicados estdo expressas nos Quadros 3.3.4.4 a 3.3.4.6 e nas Tabelas 3.3.4.7 ¢

3.3.4.8.
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Imediatamente apos o choque, as suspensdes foram diluidas em 800 pL ou
3,780 pLL de meio LB, Nutriente ou LBSM (Meio de Recuperagdo de Alta
Osmolaridade) e cuidadosamente homogeneizadas. As células foram levadas a
crescimento por periodos de uma, duas ou trés horas, a 30°C, sob agitacao de 80 ou 100
rpm. Apos esse periodo de crescimento para permitir a replicagdo dos plasmideos, as
culturas foram centrifugadas por um minuto, a 3000 rpm e 4°C; parte do sobrenadante
foi desprezada e o precipitado foi ressuspendido em aproximadamente 200 pL do
sobrenadante restante. Esses foram entdo plaqueados em meio seletivo (meio LB,
Nutriente ou LBS, contendo ampicilina, carbenicilina ou tetraciclina, antibidticos cuja
resisténcia ¢ conferida pelos plasmideos pETDuet-1, pET 32 “PGA” e pHis 1522,
respectivamente) e conduzidos a estufa a 37°C para crescimento, por um periodo
minimo de 20 horas.

Os controles negativos foram realizados por meio de crescimento de células
vegetativas de B. megaterium selvagem submetidas a eletroporagdo, sob as mesmas
condi¢des das demais amostras, a exce¢ao da adicdo de DNA plasmidial. Essas células
selvagens eletroporadas foram plaqueadas, apos o periodo de incubagdo, em meio
seletivo. Esses controles negativos tiveram por objetivo demonstrar que nao houve
contaminac¢do das culturas durante todo o processo de eletrotransformagdo (ndo foram
produzidas colonias como resultado desses plaqueamentos).

Os controles positivos consistiram no plaqueamento de células que receberam
pulso elétrico sem a adicdo de DNA plasmidial em meio nio-seletivo. Essas células
foram igualmente conduzidas a incubagdo pds-pulso elétrico acima descrita e, entdo,
plaqueadas. Esse tipo de controle proporcionou a verificacao da viabilidade das células

mediante o tratamento para eletrotransformagdo. As placas de agar ndo-seletivo
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apresentaram colonias de B. megaterium em elevado numero (oportunamente
quantificadas pelo Método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonias, por
Diluigdo Seriada, abaixo descrito, subitem 3.3.2.1).

O lote de células vegetativas produzidas a partir do cultivo em Meio LB dos
esporos de B. megaterium ATCC 14945 doados pela Fundagdo André Tosello e
conservadas em glicerol 20% (v/v) foi submetido a andlise de pureza, por meio do
crescimento dessas células em Meio LB contendo os diferentes antibioticos utilizados
nos ensaios experimentais (ampicilina, carbenicilina, kanamicina, tetraciclina e
cloranfenicol). A partir do tubo “controle” (B. megaterium crescido em Meio LB nao
seletivo), dada a confirmagdo da pureza do cultivo, foi produzido o lote de células acima
referido.

Para analisar a possibilidade de resisténcia natural de B. megaterium ATCC
14945 (tipo selvagem) ao antibidtico ampicilina, foram realizados testes de crescimento
de células vegetativas dessa especie em 10 mL de Meio LB, com e sem a adi¢do de
ampicilina (2,0 pL/mL). As células foram levadas a crescimento por 16 horas, sob
agitacdo de 300 rpm e temperatura controlada a 30°C. Por meio dos resultados desse
experimento, foi confirmado que B. megaterium ATCC 14945 (tipo selvagem) ndo ¢
naturalmente resistente ao antibidtico ampicilina. Desta forma, descartaram-se os
resultados falso - negativos do plaqueamento em meio seletivo de suspensdes celulares

em Meio de eletroporagio.

3.3.4.4 Eletroporagoes com Meio Sacarose / MgCl, e Meio PEG / Sorbitol
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As condigdes empregadas para todos os experimentos desse grupo estdo

expressas no Quadro 3.3.4.4. O primeiro experimento de eletroporagao (P1) foi

realizado com o uso do Meio de Eletroporacdo PEG/Sorbitol (25% PEG 6000/Sorbitol

0,1 M), descrito por Moro et al. (1995).

Quadro 3.3.4.4. Condigdes de cultivo de células e de seu tratamento para eletroporagao
para os experimentos de eletroporacdo empregando os Meios PEG/Sorbitol (PEG/s) e
Sacarose/MgCl, (Sac/Mg).

Experimento | Meio Fase Susp. DNA Vo E, R C
Eletrop. | Crescim. | celular (ng) (kV) | (kV/cm) Q) (nF)
Exponenc. (pL)
P1 PEG/S Meio 100 1,0 1,2 6,0 200 25
pET 32
S1 Sac/Mg Meio 100 5,0 1,5 7,5 200 25
pET 32 2,0 10
S2 Sac/Mg Final 200 5,0 2,4 12 200 25
pET 32
S3 Sac/Mg Final 200 5,0 2,5 12,5 200 25
pET 32
PS1 PEG/S Meio 400 10 1,2 6,0 200 3
Sac/Mg pETDuet 25
PS2 PEG/S Final 400 10 24 12 200 25
Sac/Mg pETDuet
PS3 PEG/S Final 400 10 2,4 12 200 25
Sac/Mg pETDuet
P2 PEG/S Final 400 10 2,5 12,5 200 50

pBR 322
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Os experimentos de eletroporacao S1, S2 e S3 foram realizados com Meio de
Eletroporacao Sacarose/MgCl, (Dunny et al., 1991). No Experimento S2, a variavel
analisada foi o meio de crescimento (Meios LB e Nutriente) para B. megaterium, antes e
apos o processo de eletroporacdo. No Experimento S3, as células crescidas em Meio
Nutriente foram tratadas com 100 pg de lisozima por amostra e incubadas a 37°C, sob
agitacdo de 100 rpm, durante 40 minutos, antes das lavagens e ressuspensao em Meio
de eletroporagao.

Nos experimentos seguintes (PS1, PS2 e PS3), foram testados os Meios de
eletroporacdo Sacarose/MgCl, e PEG/Sorbitol para amostras retiradas de um mesmo
cultivo, de modo a comparar suas eficiéncias.

O experimento PS1 foi realizado para testar a eficiéncia de transformagao de
células vegetativas de B. megaterium eletroporadas como funcdo do tratamento das
células com diferentes meios de eletroporagdo. Para amostras de um mesmo cultivo,
foram utilizados os Meios PEG/Sorbitol e Sacarose/MgCls.

No Experimento PS3, o protocolo anterior (Experimento PS2) foi repetido de
modo a obter maiores valores para a Dura¢ao do Pulso Elétrico, pelo uso de células no
meio da fase exponencial de crescimento e pelo aumento do periodo de incubagdo em
gelo antes e apods a aplicagdo dos pulsos elétricos. As células vegetativas de B.
megaterium utilizadas no Experimento PS3 foram produzidas conforme descrito
anteriormente, a exce¢ao do periodo de crescimento, que foi inferior ao de 16 horas. As
células vegetativas foram obtidas a partir do cultivo de indculo de células em estoque de
glicerol em 10 mL de meio LB, sob agitacdo de 300 rpm, a 30°C, durante 16 horas.
Apds esse periodo de crescimento, as culturas apresentaram leitura espectrofotométrica

a 600 nm de valores iguais a 0,984 e 0,990 e¢ foram tratadas com lisozima antes das
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lavagens e ressuspensdo em Meio de eletroporacdo Sacarose/MgCl, e PEG/Sorbitol,
como descrito acima para os Experimentos S3 e PS2.

O Experimento P2 teve por objetivo testar o uso de um vetor plasmidial nao
pertencente a familia pET (até o momento, a unica utilizada), o plasmideo pBR 322, de
modo a oferecer a maquinaria de B. megaterium uma origem de replicagdo (ORI)
distinta e, assim, verificar a ocorréncia de reconhecimento e consequente replicacao dos
plasmideos. As caracteristicas dos pulsos elétricos aplicados a células vegetativas
intactas de B. megaterium crescidas em Meio LB estdo também expressas no Quadro

3.3.4.4.

3.3.4.5 Eletroporacées com Meio HEPES 10 mM

O Meio de Eletroporacio HEPES 10 mM (N-2-hydroxyethyl-piperazine — N” - 2
— ethane sulphonic acid) pH 7,0 (Belliveau & Trevors, 1989), foi utilizado nos
Experimentos H1 a H9. Os cultivos para os experimentos H1, H4, H5, H6, H7, H8 e H9
foram realizados em Meio LB. Os ensaios H2 e H3 empregaram células de B.
megaterium ATCC 14945 crescidas em Meio Nutriente. O Quadro 3.3.4.5 traz as
condi¢des de cultivo das células e de seu tratamento para eletroporacdo para tais
experimentos.

No Experimento HI1, foi aplicada a diluigdo pos-pulso elétrico de 1:10
(amostra/meio), isto ¢, 3,78 mL de meio fresco e a temperatura ambiente para
aproximadamente 420 pL de suspensdo celular adicionada de DNA plasmidial. Essa

dilui¢do, ap6s o pulso elétrico, constituiu-se em uma modificagdo em relacdo aos
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protocolos anteriores, por meio do aumento dos volumes inferiores a 1000 uL. de Meio
de Recuperagdo, anteriormente utilizados, para 3,78 mL.

No Experimento H 2, foram adicionados 2,0 mL de cultura crescida por 16 horas
a 10 mL de meio fresco e levados a crescimento até que atingissem leitura
espectrofotométrica a 600 nm igual a 1,0 (aproximadamente 2,5 horas de incubagao), de
modo a obter células no meio da fase exponencial de crescimento em Meio Nutriente
(Curvas de Crescimento, subitem 4.2).

Para o Experimento H3, foram utilizadas células em final da fase logaritmica de
crescimento em Meio Nutriente (crescimento a 30°C, sob 300 rpm, durante 16 horas).
Foram selecionados maiores valores de resisténcia e capacitancia, comparadas as
utilizadas nos experimentos anteriores. Neste experimento também foi testada a
quantidade de 30 pL de ampicilina no agar, para testar se essa seria suficiente para
impedir o crescimento de colonias na auséncia do plasmideo que confere a resisténcia
aquele antibiotico.

O Experimento H4 foi realizado com cé¢lulas em final da fase logaritmica de
crescimento em Meio LB e as condigdes elétricas selecionadas para este experimento
foram escolhidas de acordo com os maiores valores obtidos para a Duragdo do Pulso
Elétrico.

O Experimento H5 foi realizado aplicando-se as condi¢des de eletroporagao
mais drasticas (elevado campo eletrico inicial: 12 kV/cm; elevado resistor: 600 Q;
capacitor de elevado tamanho: 50 pF; valores para a Duragdo do Pulso Elétrico

superiores a 5,0 ms, Quadro 3.3.4.5).
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Quadro 3.3.4.5. Condigdes de cultivo de células e de seu tratamento para eletroporagao
para os experimentos de eletroporacdo empregando o Meio HEPES 10 mM pH 7,0.

Experimento | Meio Fase Susp. DNA Vo E, R C
Eletrop. | Crescim. celular (pg) (kV) (kV/cm) Q) (nF)
Exponenc. (pL)
H1 HEPES Final 400 10 0,5 2,5 200 3
pET32 0,7 3,5 25
H2 HEPES Meio 400 10 0,5 2,5 200 25
pETDuet
H3 HEPES Final 400 10 0,5 2,5 200 50
pETDuet 2,4 12 600
*
H4 HEPES Final 400 10 0,5 2,5 200 50
pETDuet 2,4 12 400
600
ok
HS5 HEPES Meio 400 10 2,4 12 600 50
pETDuet
H6 HEPES Inicio 400 10 2,4 12 600 50
pETDuet
H7 HEPES Final 400 10 2,4 12 600 50
pETDuet
HS8 HEPES Final 400 pBR 2,5 12,5 200 25
322
H9 HEPES Final 400 10 2,5 12,5 400 25
pHis 0,5 2,5 200 25
1522

* Para o resistor de 200 Q, foi utilizada a voltagem de 2,4 kV; para o resistor de 600 Q, foi selecionada a
voltagem de 0,5 kV. ** Para cada um dos resistores selecionados (200, 400 e 600 Q), foram testadas as
voltagens de 0,5 ¢ 2,4 kV




59

O Experimento de eletroporagao HS sob as condigdes mais drasticas foi repetido
para c¢lulas de B. megaterium sob outros dois diferentes estagios de crescimento em
Meio LB, a saber: ao inicio da fase exponencial (Experimento H6: oito horas de cultivo,
sob 300 rpm e a 30°C) e ao final da fase exponencial de crescimento (Experimento H7:
24 horas de cultivo, sob 300 rpm e a 30°C).

As células utilizadas no Experimento H6 encontravam-se no inicio da fase
logaritmica de crescimento (8 horas) e foram tratadas com Meio de eletroporagao
HEPES 10 mM pH 7,0. As condigdes de eletroporagdao utilizadas foram as mais
drasticas (Quadro 3.3.4.5), além do aumento da molaridade do Meio de Eletroporagao,
pela adicao de sorbitol a 1,5 M.

O mesmo protocolo descrito para o Experimento H6 foi aqui aplicado para
células no final da fase logaritmica de crescimento (24 horas). As condigdes de
eletroporacdo selecionadas para este Experimento H7 foram, como no ensaio anterior,
as mais drasticas (incluindo aumento da molaridade do Meio de Eletroporagdo pela
adi¢ao de sorbitol 1,5 M, Quadro 3.3.4.5).

O Experimento H8, como o ensaio P2 descrito acima (Meio de Eletroporagao
PEG/Sorbitol), foi realizado com o uso do vetor plasmidial pBR 322.

Para o ensaio H9, foi utilizado o vetor pHis 1522 para a eletroporagao de células
vegetativas de B. megaterium em fase final de crescimento exponencial em Meio LB
(Curvas de Calibragdo, subitem 4.2.1), sob as condigdes elétricas expressas no Quadro

3.3.4.5.

3.3.4.6 Protocolo de Eletroporacao de Alta Osmolaridade (Xue et al., 1999)



60

O protocolo de preparagao de células eletrocompetentes utilizado para B. subtilis
(Xue et al., 1999) foi aplicado a células vegetativas de B. megaterium ATCC 14945,
como se segue. Uma cultura crescida por 12 horas, a 30°C e 300 rpm foi diluida 16
vezes em Meio de Crescimento LBS (LB contendo 0,5 M de sorbitol). A nova cultura
foi levada a crescimento sob 300 rpm e a 37°C até que atingisse DO 600 nm entre 0,85 e
0,95 (correspondendo a um periodo de crescimento de aproximadamente 3 horas).

Apo6s, a cultura foi mantida sob banho de gelo por 10 minutos e entdo
centrifugada a 4°C, a 5000 x g, por 5 minutos. Procedeu-se quatro lavagens em Meio de
Eletroporacdo SMG gelado (0,5 M sorbitol, 0,5 M manitol, 10% glicerol). As células
foram ressuspendidas em 1/40 do volume da cultura de Meio de Eletroporacao, de
modo a obter uma concentragdo celular entre 1 — 1,3 x 10'° CFU/mL (concentracao
celular confirmada por plaqueamento apos Diluigdo Seriada, Método de Contagem de
Unidades Formadoras de Coldnias, subitem 3.3.2.1). As células competentes foram
armazenadas sob — 80°C, até seu uso, ap6s 12 horas.

No Experimento AO 1, células de B. megaterium eletrocompetentes foram
mantidas sob — 80°C por 24 horas e entdo conduzidas a eletroporagdo. Aliquotas de 400
uL de suspensdo de células eletrocompetentes foram gentilmente adicionados a 2,0 uL
de pHis 1522 (386 ng/ uL) e transferidos para cubeta de eletroporagdo (0,2 cm). (A
concentragdo de DNA plasmidial utilizada por Xue et al., 1999, foi de 50 ng de DNA
para 60 plL de células competentes). As células foram incubadas sob gelo por 1,5
minutos ¢ expostas a pulso elétrico unico. Imediatamente apds a descarga elétrica, 1,0
mL de Meio de Recuperacao (LB contendo 0,5 M de sorbitol e 0,38 M de manitol) foi

adicionado a suspensdo celular. As suspensdes foram incubadas a 37°C por 3 horas e
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logo plaqueadas em LB seletivo (contendo tetraciclina, concentracao final de 10 pug/mL)
para crescimento a 37°C, por um periodo minimo de 16 horas.

Os Experimentos AO 2 e AO 3 diferem de AO 1 quanto as concentragdes de
DNA plasmidial empregadas (1,0; 5,0 e 10 ug de pHis 1522) e ao uso imediato das
células eletrocompetentes (que nao foram estocadas sob — 80°C antes de seu uso). Xue
et al. (1999) afirmam que as células podem ser armazenadas a — 80°C até o seu uso, com
algum decréscimo na eficiéncia de transformacao. As condi¢des elétricas referentes aos

Experimentos de AO 1 a AO 3 estdo expressas no Quadro 3.3.4.6.

Quadro 3.3.4.6. Condi¢des de cultivo de células e de seu tratamento para eletroporagdo
para os experimentos de eletroporacao empregando os Meios de Alta Osmolaridade
(LBS: LB contendo 0,5 M de sorbitol; SMG: 0,5 M sorbitol, 0,5 M manitol ¢ 10%
glicerol).

Experimento | Meio Fase Susp. DNA Vo E, R C
Eletrop. | Crescim. | Celular (ng) (kV) (kV/cm) Q) (nF)
Exponenc. (nL)

AO1 LBS Meio 400 0,772 2,5 12,5 200 25
AO2 LBS Meio 400 1,0 2,5 12,5 200 25

5,0

10
AO3 LBS Meio 400 1,0 2,5 12,5 200 25

5,0

10

3.3.4.7 Eletropora¢iao com Meio LBSM contendo MgCl,
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Os Experimentos de Mg 1 a Mg 6 foram realizados empregando-se o Meio LBS
(Meio LB contendo 0,5 M de sorbitol) como Meio de Crescimento para as células
vegetativas de B. megaterium. Foi também empregado como Meio de Eletroporacao
LBSM (LB contendo 0,5 M de sorbitol e 0,38 M de manitol) acrescido de MgCl,, nas
concentragdes 1 mM, 20 mM e 40 mM (Rhee et al., 2007; Romero et al., 2006; McCool
& Cannon, 2001; Martin et al., 1981; Brown & Carlton, 1980).

O protocolo para preparacao de células eletrocompetentes utilizado foi o descrito
por Xue et al. (1999), detalhado no subitem 3.3.4.6. As condicdes elétricas e os valores
para Duragao dos Pulsos Elétricos associados estao expressos na Tabela 3.3.4.7.

Antes do plaqueamento em Meio LBS seletivo (LBS contendo tetraciclina,
concentragdo final de 10 pg/mL), as suspensdes foram incubadas a 37°C, sob 100 rpm,

durante 3,5 horas.

Tabela 3.3.4.7. Condigdes de cultivo de células e de seu tratamento para eletroporagao
para os experimentos de eletroporacdo empregando o Meio LBSM MgCl, (LBSM Mg).

Experimento [] Mg Fase Susp. DNA Vy E, R C
Meio Crescim.  Celular (ng) kV)  (kV/em) Q) (nF)

Eletrop. Exponenc. (nL)

Mg1 1 mM Meio 400 5,0 2,5 12,5 200 25
Mg 2 1 mM Meio 400 10 2,5 12,5 200 25
Mg 3 20 mM Final 400 5,0 2,5 12,5 200 25
Mg 4 20 mM Final 400 10 2,5 12,5 200 25
MgS5 40 mM Meio 400 5,0 2,5 12,5 200 25
Mg 6 40 mM Final 400 10 2,5 12,5 200 25

Contr 40 mM Final 400 -- 2,5 12,5 200 25




63

3.3.4.8 Eletroporacao de protoplastos de B. megaterium

Protoplastos de B. megaterium preparados por Silvia N. S. Hirayama, segundo
Malten et al. (2006), foram eletroporados de acordo com o protocolo proposto por
Romero et al. (2006) para B. subtilis.

Aliquotas de 120 pL de suspensdo de protoplastos foram gentilmente misturadas
com 13,1 puL de pHis 1522 (correspondentes a concentragao de 5,0 pg desse DNA
plasmidial). As misturas foram incubadas em gelo por periodo minimo de cinco
minutos, transferidas para cubetas de eletroporagdo pré-resfriadas e entdo submetidas a
pulso elétrico tnico (condigdes elétricas expressas na Tabela 3.3.4.8).

Imediatamente apds o pulso, 1,0 mL de Meio de Recuperacao foi adicionado
a cubeta e conduzidos a incubagao a 37°C, sob 100 rpm, por 12 horas. Ao término do
periodo de incubagdo, as células foram plaqueadas em Meio LBSM seletivo (LB
contendo 0,5 M de sorbitol, 0,38 M de manitol; tetraciclina, concentragao final de 10

pg/mL) e conduzidas a incubagdo a 37°C por 48 horas.

Tabela 3.3.4.8. Condicdes elétricas empregadas nos ensaios de eletroporacdo de
protoplastos de B. megaterium com pHis 1522.

Amostra  Suspensdo DNA Voltagem  Voltagem Resistor Capacitor
celular plasmidial  inicial (V) inicial (Q) (puF)
(uL) (ng) selecionada (V) real
1 400 5,0 700 690 400 25
2 400 10 700 660 400 25
3 400 10 700 680 400 25

Contr 400 - 700 680 400 25




64

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracio de DNA genomico de B. megaterium ATCC 14945

O sucesso do procedimento de extragdo do DNA gendmico de B. megaterium foi
verificado por meio de eletroforese em gel de agarose 1%. A extragdo resultou em
otimo rendimento, caracterizado pela intensidade das bandas no gel revelado com
brometo de etideo, embora também sejam verificados arrastes correspondentes a

degradagdo de material.

Figura 4.1. Extracdo do DNA gendmico de B. megaterium ATCC 14945.

A quantificagdo do DNA gendmico de B. megaterium ATCC 14945 foi realizada
espectrofotometricamente a 260 nm. Foram utilizadas aliquotas de 5,0 puL. de DNA,
diluidas em 495 pL de 4gua ultrapura. O rendimento médio das extragdes (Sambrook et
al., 1989) foi de 0,16 pg/uL.

O DNA genomico de B. megaterium ATCC 14945 foi utilizado como molde
para as reacdes PCR, para a clonagem do gene da PGA (gene pac), realizada pela Dra.

Monica R. C. Iemma.
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4.2  Curvas de crescimento de células vegetativas de B. megaterium (Curvas de

Calibracao)

4.2.1 Crescimento de B. megaterium ATCC 14945 em Meio LB

Aliquotas de culturas de B. megaterium crescidas em Meio LB foram tomadas
apos 2, 4, 8, 12 e 16 horas do inicio dos cultivos. As medidas realizadas foram leitura
espectrofotométrica a 600 nm (DO 600 nm) e determinacao de massa seca (Cx, em g/L).

A curva da Figura 4.2.1.1 representa a concentragdo celular (Cx, em g/L) através

do tempo, para os mesmos dados de Cy apresentados na Figura 4.2.1.2.

Figura 4.2.1.1. Curva de concentragao celular em g/L de B. megaterium por tempo de
cultivo em Meio LB (0, 2, 4, 8, 12 e 16 horas de cultivo), correspondentes aos dados da

Figura 4.2.1.2.

Os dados de concentragdo celular (Cy) plotados contra as respectivas leituras
espectrofotométricas foram tratados com andlise de Regressdo Linear (Figura 4.2.1.2).
A equagdo da reta ¢ dada por:

Y =A+Bx
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em que A =-0,11876 (erro = 0,04603), B =3,01278 (erro = 0,09761); R = 0,99739; SD
=0,07834; p <0,0001.

Cy (g/L) =-0,11876 +3,01278 * DO 600 nm

T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

DO 600 nm

Figura 4.2.1.2. Regressao linear dos dados de concentragao celular em g/L (Cy) de B.
megaterium para os periodos de 0, 2, 4, 8, 12 e 16 horas de cultivo em Meio LB, contra

as respectivas leituras espectrofotométricas a 600 nm de amostras desses cultivos (DO
600 nm).

4.2.2 Crescimento de B. megaterium ATCC 14945 em Meio Nutriente

Os pontos apresentados nas curvas das Figuras 4.2.2.1 e 4.2.2.2 representam
amostras de cultivo de células de B. megaterium crescidas em Meio Nutriente e
submetidas a leitura espectrofotométrica a 600 nm (DO 600 nm) e determinagdo de
massa seca (Cy, em g/L).

Os pontos foram tomados para os periodos de 8, 12, 16 e 24 horas de cultivo.
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A curva da Figura 4.2.2.1 representa a concentragdo celular (Cy, em g/L) através
do tempo, para os mesmos pontos da Figura 4.2.2.2. Essa curva revela um perfil de
crescimento tipico de cultivo de células bacterianas, sendo possivel a identificacao das
fases de crescimento, estando em evidéncia a fases exponencial e o inicio da fase

estacionaria (Tortora, 2005).

2,5

20 /

1

]
0,0

Cx (g/L)

T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tempo (h)

Figura 4.2.2.1. Curva de concentracao celular (em g/L) de B. megaterium por tempo
(em horas) de cultivo em Meio Nutriente (0, 8, 12, 16 e 24 horas), correspondentes aos
dados da Figura 4.2.2.2.

Os dados foram tratados com analise de Regressao Linear. A equagdo da reta ¢
dada por:
Y =A+Bx
em que A = - 0, 264 (erro = 0,31983), B =2,5133 (erro = 0,47575); R = 0,95023; SD =
0,36341; p=10,01323.

Cyx (g/L) = - 0,264 +2,5133 * DO 600 nm
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Figura 4.2.2.2. Regressao linear dos dados de concentragdo celular em g/L (Cy) de B.
megaterium para os periodos de 0, 8, 12, 16 e 24 horas de cultivo em Meio Nutriente,

contra as respectivas leituras espectrofotométricas a 600 nm de amostras desses cultivos
(DO 600 nm).

4.2.3 Crescimento de B. megaterium ATCC 14945 em Meio LBS

As Figuras 4.2.3.1 e 4.2.3.2 apresentam os resultados de determinagdo de massa
seca (Cy, em g/L) e das leituras espectrofotométricas a 600 nm (DO 600) de amostras de
cultura de células de B. megaterium crescidas em Meio LBS. Os pontos foram tomados
a2,4,8,12, 16 e 34 horas de cultivo.

A curva da Figura 4.2.3.1 representa a concentragdo celular (Cx, em g/L) através

do tempo, para os mesmos valores de Y da Figura 4.2.3.2.
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2,54

Cx (g/L)

Figura 4.2.3.1. Curva de concentragdo celular em g/L de B. megaterium em Meio LBS
por tempo de cultivo (0, 2, 4, 8, 12, 16 e 34 horas), correspondentes aos dados da Figura
4.2.3.2.

A analise de Regressdo Linear, descrita pela equacdo de reta
Y =A +Bx,
resultou nos seguintes valores para esse experimento de crescimento de B. megaterium
em Meio LBS:
A =-0, 11815 (erro = 0,08234), B = 3,09221 (erro = 0,17463); R = 0,99212; SD =
0,14015; p <0,0001.

Cx (g/L)=-0,11815+3,09221 * DO 600 nm
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Figura 4.2.3.2. Regressdo linear dos dados de concentracao celular em g/L (Cy) de B.
megaterium para os periodos de 0, 2, 4, 8, 12, 16 e 34 horas de cultivo em Meio LBS,

contra as respectivas leituras espectrofotométricas a 600 nm de amostras desses cultivos
(DO 600 nm).

4.3  Analise da Concentracio de Células Viaveis

Segundo Rhee et al. (2007), a idade da cultura apresenta uma significativa
funcdo na habilidade das células em serem transformadas por eletroporagao. Células
entre o inicio e o meio da fase exponencial foram mais eficientemente transformadas

que cé¢lulas em outras fases de crescimento (Shark et al., 1991; Rhee et al., 2007).

4.3.1 Protocolos para Eletroporaciao com Meio PEG/Sorbitol

As amostras para os Ensaios UFC 1, UFC 5 e UFC 9 foram tratadas com o Meio

de Eletroporagdao PEG/Sorbitol. A Figura 4.3.1 mostra colonias de B. megaterium

selvagem em agar Nutriente (placa controle) para o Experimento UFC 1.
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Figura 4.3.1. Técnica de estriamento para obten¢do de colonias puras: colonias de B.
megaterium ATCC 14945 selvagem em agar Nutriente (controle); Experimento UFC 1.

Moro et al. (1995) aplicaram o tratamento com o Meio de Eletroporagdo 25%
PEG 6000/0,1 M de Sorbitol a células vegetativas de B. megaterium WH320 quando a
dilui¢do em meio fresco da cultura crescida overnight atingiu DO 460 nm 1gual a 1,0. Nao
sdo trazidas quantifica¢des de unidades formadoras de colonias (UFC) para tais células
no momento anterior a aplicagdo dos pulsos elétricos, isto ¢, apos o tratamento com o
Meio de Eletroporacao.

O Experimento UFC 5 (Tabela 4.3.1) traz a quantificacdo de células vidveis a
partir de cultura de B. megaterium ATCC 14945 crescida em Meio LB ao término do
tratamento com PEG/Sorbitol (9,2 x 10* UFC/mL).

Os Experimentos UFC 1 e UFC 9, realizados para a obtencao de quantificagao
de células vidveis (em UFC/mL) e de valores para a Duragdo dos Pulsos Elétricos (em
ms), empregaram células crescidas em Meio Nutriente e LBS, respectivamente, de
modo a comparar os resultados atingidos para tais Meios de Crescimento em relagdo ao

Meio LB (indicado por Moro et al., 1995).
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Tabela 4.3.1. Valores obtidos para a Duragdo dos Pulsos Elétricos (em ms) e
quantifica¢do de células viaveis (UFC/mL) para as células de B. megaterium tratadas
com Meio de Eletroporagdao PEG/Sorbitol (Ensaios UFC 1, UFC 5 e UFC 9).

Ensaio Meio Crescimento Duragdo Pulsos UFC/mL
Elétricos (ms) *

UFC 1 Nutriente 5,46 8,8 x 10°

UFC 5 LB 6,06 9,2 x 10°

UFC 9 LBS 6,23 23x 10°

* Valores médios para as réplicas das eletroporagdes

Comparativamente, dentre os experimentos realizados com células crescidas nos
Meios Nutriente (UFC 1), LB (UFC 5) e LBS (UFC 9), o Experimento UFC 9 revelou
os melhores resultados para viabilidade (2,3 x 10° UFC/mL) e para Duracio dos Pulsos
Elétricos (6,23 ms), apds o tratamento com o Meio de Eletroporagdo PEG/Sorbitol

(Tabela 4.3.1).

4.3.2 Protocolos para Eletropora¢io com Meio Sacarose/MgCl,

Dunny et al. (1991) trataram células intactas da bactéria Gram — positiva
Enterococcus faecalis com o Meio de Eletroporagdo 0,625 M de Sacarose/1,0 mM de
MgCl,. Apds as lavagens e ressuspensdo nesse Meio, a densidade celular encontrada foi
de 1,5 x 10® UFC/mL. Os valores obtidos para células intactas de B. megaterium
tratadas com o mesmo Meio de Eletroporagdo encontram-se na mesma ordem de

grandeza para o crescimento nos Meios LB e LBS (Tabela 4.3.2).
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Tabela 4.3.2. Valores obtidos para a Duragdo dos Pulsos Elétricos (em ms) e
quantifica¢do de células viaveis (UFC/mL) para as células de B. megaterium tratadas
com Meio de Eletroporagao Sacarose/MgCl, (Ensaios UFC 2, UFC 6 e UFC 10).

Ensaio Meio Crescimento Durac¢ao Pulsos UFC/mL
Elétricos (ms) *

UFC 2 Nutriente 2,78 2,8x 10’

UFC 6 LB 3,45 4,6x10°

UFC 10 LBS 3,02 3,7x 10°

* Valores médios para as réplicas das eletroporagdes

Células de B. megaterium crescidas em Meio LB e em Meio LB acrescido de
sorbitol (LBS) apresentaram resultados equivalentes para viabilidade celular apds
tratamento com Meio de Eletroporagdo Sacarose/MgCl, (ordem de 10® UFC/mL, como
o obtido por Dunny et al., 1991). Apos o tratamento das células com o referido Meio de
Eletroporacdo, amostras das suspensdes celulares obtidas foram submetidas a dilui¢do
seriada em Meio de Crescimento liquido (LB ou LBS) e imediatamente plaqueadas em
agar nao-seletivo (agar LB ou 4gar LBS). O procedimento resultou em colonias como

vistas na Figura 4.3.2.
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Figura 4.3.2. Colonias de B. megaterium ATCC 14945 selvagem a partir de células
tratadas com Meio de Eletroporagdo Sacarose/MgCl,, submetidas a diluicdo seriada
(fator de diluigdo: 10%) e imediatamente plaqueadas em meio ndo-seletivo. Experimento
UFC 2.

4.3.3 Protocolos para Eletroporacio com Meio HEPES 10 mM

Belliveau & Trevors (1989) eletroporaram células vegetativas de Bacillus cereus
569 (crescidas em Meio LB) com o plasmideo pC194, apods tratamento dessas com o
Meio HEPES 10 mM pH 7,0. A densidade celular encontrada, apds lavagens e
ressuspensdo nesse Meio de Eletroporacio, foi de 5,5 x 10° UFC/mL. Para a preparagio
de células de B. megaterium utilizando o mesmo Meio de Eletroporacdo (HEPES),
foram realizados ajustes dos volumes empregados de Meios de Crescimento e de
Eletroporacdo, de modo a obter densidade celular equivalente a utilizada por Belliveau
& Trevors (1989). A Tabela 4.3.3 apresenta os resultados alcangados por meio dos

referidos ajustes.
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Tabela 4.3.3. Valores obtidos para a Duragdo dos Pulsos Elétricos (em ms) e
quantifica¢do de células viaveis (UFC/mL) para as células de B. megaterium tratadas
com Meio de Eletroporagao HEPES (Ensaios UFC 3, UFC 7 ¢ UFC 11).

Ensaio Meio Crescimento Durac¢ao Pulsos UFC/mL
Elétricos (ms) *

UFC 3 Nutriente 2,68 56x 10°

UFC 7 LB 5,64 2,93 x 10°

UFC 11 LBS 3,32 1,86 x 10°

* Valores médios para as réplicas das eletroporagdes

Foram obtidos os maiores valores para viabilidade celular (2,93 x 10° UFC/mL)
e para Duragdo dos Pulsos Elétricos (5,64 ms) para células de B. megaterium crescidas
em Meio LB (Ensaio UFC 7, Tabela 4.3.3), comparados aos valores obtidos nos
Experimentos UFC 3 e UFC 11, que foram realizados com células crescidas em Meio
Nutriente e LBS, respectivamente (Tabela 4.3.3). O plaqueamento em meio ndo-seletivo
das suspensdes celulares submetidas a dilui¢do seriada produziu coldnias de B.

megaterium ATCC 14945, como verificado na Figura 4.3.3.

Figura 4.3.3. Colonias de B. megaterium ATCC 14945 selvagem a partir do
plaqueamento em meio ndo-seletivo de células em meio da fase exponencial de
crescimento, tratadas com HEPES 10 mM (Experimento UFC 3).
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4.3.4 Protocolos para Eletroporacio com Meio SMG

Xue et al. (1999) prepararam células eletrocompetentes de B. subtilis utilizando
o protocolo de alta osmolaridade, para culturas crescidas em Meio LBS. A densidade
celular, apos lavagens e ressuspensdo das células em Meio de Eletroporacdo SMG, foi
de 1-1,3x 10" UFC/mL.

O Experimento UFC 12 foi realizado com o uso dos Meios de Crescimento
(LBS) e de Eletroporacao (SMGQG), propostos por Xue et al. (1999). De modo a
comparar os rendimentos para densidade celular utilizando os trés diferentes Meios de
Crescimento (Nutriente, LB e LBS), foram também realizados os Experimentos UFC 4

e UFC 8. A Tabela 4.3.4 traz os resultados para tais ensaios.

Tabela 4.3.4. Valores obtidos para a Duragdo dos Pulsos Elétricos (em ms) e
quantifica¢do de células viaveis (UFC/mL) para as células de B. megaterium tratadas
com Meio de Eletroporagao SMG (Ensaios UFC 4, UFC 8 ¢ UFC 12).

Ensaio Meio Crescimento Durac¢do Pulsos UFC/mL
Elétricos (ms)

UFC 4 Nutriente 1,83 1,7x 10’

UFC 8 LB 3,86 9,4x 10’

UFC 12 LBS 2,98 1,1 x 10"

* Valores médios para as réplicas das eletroporagdes

O Ensaio UFC 12 (Tabela 4.3.4), realizado com os mesmos Meios de
Crescimento e de Eletroporagio empregados por Xue et al. (1999), produziu 1,1 x 10"
UFC/mL. Para a obten¢do de tais resultados, foi igualmente necessaria a realizagdo de

experimentos para ajustes de volume de cultura (Meio de Crescimento) e de Meio de
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Eletroporacao, para a preparacdo das suspensoes celulares. Foi aplicado o método de
diluicao seriada a tais suspensdes ¢ imediatamente realizado o plaqueamento dessas

amostras em meio nao-seletivo (Figura 4.3.4).

Figura 4.3.4. Colonias de B. megaterium ATCC 14945 selvagem a partir de células
tratadas com Meio de Eletroporagdo SMG, submetidas a dilui¢do seriada (fator de
dilui¢io: 10°) e imediatamente plaqueadas em meio nio-seletivo (Experimento UFC 4).

4.4 Analise da Producio de Biomassa pelo Método da Massa Seca

Os dados apresentados na Tabela 4.4.1 referem-se aos Experimentos MS 1, MS
2 e MS 3. Esses dados expressam os resultados finais (concentracao celular, em g/L) da
quantifica¢do da producdo de biomassa, pelo Método da Massa Seca, dos cultivos de B.
megaterium nos Meios de Crescimento Nutriente, LB e LBS. Esses dados permitiram a
construcdo das Curvas de Calibragdo para o crescimento de B. megaterium nos

diferentes Meios, acima apresentadas (Figuras 4.2.1, 4.2.2 ¢ 4.2.3, subitem 4.2).
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Tabela 4.4.1. Quantificagdo da producdo de biomassa (concentracdo celular, em g/L)
pelo Método da Massa Seca, dos cultivos de B. megaterium nos Meios de Crescimento
Nutriente (MS 1), LB (MS 2) e LBS (MS 3).

Ensaio MS 1 (g/L) MS 2 (g/L) MS 3 (g/L)
Meio Crescimento Nutriente LB LBS
2h --- 0,060 0,073
4h --- 0,106 0,285
8h 0,130 1,216 1,124
12h 0,850 2,189 1,560
16h 1,900 2,649 2,320
24h 2,320 --- ---
34h --- --- 2,300

4.5  Analise morfoldgica e de pureza do cultivo

Para este ensaio, células em final da fase logaritmica de crescimento foram
tratadas com Meio HEPES 10 mM, pH 7,0 (Belliveau & Trevors, 1989). Foram
confeccionadas preparacdes permanentes e a fresco e realizada a determinagdo da massa
seca para o mesmo lote de células. As preparagdes permanentes ¢ a fresco foram
preparadas nas seguintes etapas do processo de eletroporacdo: ao final do periodo de 16
horas de crescimento das células vegetativas (Figuras 4.5.1, 4.5.2 ¢ 4.5.4); apos
lavagens e ressuspensao das células em Meio de eletroporagdo (Figuras 4.5.2 ¢ 4.5.4);
imediatamente apos os pulsos elétricos (Figuras 4.5.1 ¢ 4.5.3) e ap6s o periodo de uma
hora incuba¢do das células eletroporadas, sob agitacdo de 150 rpm, a 30°C (Figura

4.5.3).
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Figura 4.5.1. Preparacdes a fresco de células de B. megaterium selvagem. Células de B.
megaterium ap0Os as 16 horas de cultivo (a2 esquerda) e c€lulas imediatamente apds os
pulsos elétricos (a direita) (Aumento: 10.000x).

Figura 4.5.2. Preparagdes permanentes (Coloragdo de Gram) de células de B.
megaterium selvagem. Células de B. megaterium apds as 16 horas de cultivo (a
esquerda) e células tratadas com Meio de eletroporagao (a direita). (Aumento: 10.000x).

Figura 4.5.3. Preparagcdes permanentes (Coloracdo de Gram) de células de B.
megaterium selvagem. Células de B. megaterium imediatamente apos os pulsos
elétricos (a esquerda) e células eletroporadas apds o periodo de incubacdo de uma hora
antes do plaqueamento (2 direita). (Aumento: 10.000x).
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Figura 4.5.4. Preparacdes permanentes (Coloragdo Verde Malaquita) de células de B.
megaterium selvagem. Células de B. megaterium apds as 16 horas de cultivo (a

esquerda) e células tratadas com Meio de eletroporagao (a direita). A coloragdo
avermelhada revela células em estado vegetativo. (Aumento: 10.000x).

4.6 Testes para determinacao da Duraciao dos Pulsos Elétricos

A combinagao de diferentes valores de resistores (R, em Q), capacitores (C, em
uF) e campos elétricos iniciais (Ep), como indicados nas Tabelas 4.6.1, 4.6.2, 4.6.3 ¢
4.6.4, permitiram a caracterizagdo e selecdo de valores para T (em ms) adequados a
eletroporagdo de células vegetativas de B. megaterium. Os testes preliminares com os
Meios de eletroporacdo consistiram na aplicagdo de pulsos elétricos sobre aliquotas de
400 pL dos Meios HEPES 10 mM e PEG/Sorbitol). Os valores obtidos para a Duragao
dos Pulsos Elétricos (T) estdo expressos nas Tabelas 4.6.1 e 4.6.2 (Meio HEPES), 4.6.3
e 4.6.4 (PEG/Sorbitol).

Ressalta-se, aqui, a obten¢do de valores muito superiores aos recomendados para
organismos procariotos (entre 5 ¢ 10 ms), como 14,3 ms; 21,7 ms (Tabela 4.6.1); 17,8
ms; 28,4 ms (Tabela 4.6.2); 23,7 ms (Tabela 4.6.3); 29,4 ms (Tabela 4.6.4). Esses
resultados permitirdo incrementos na eficiéncia de transformagdo por eletroporagdo de

células de B. megaterium.
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Tabela 4.6.1. Valores para Duracao dos Pulsos Elétricos (T) apds tratamento com Meio
de Eletroporagdo HEPES 10 mM. Campo elétrico inicial de 12 kV/cm. T1/Volt Real 1 e
T2/Volt Real 2 sdao valores para amostras em duplicata.

Resistor (Q) Capacitor T1 Volt Real 1 T2 Volt Real 2

(1F) (ms) M (ms) V)
200 3 0,56 2,38 0,54 2,38
200 10 1,74 2,42 1,66 2,42
200 25 4,54 2,46 4,28 2,46
200 50 9,08 2,47 8,40 2,47
400 3 1,12 2,42 1,06 2,42
400 10 3,40 2,48 3,12 2,45
400 25 8,60 2,48 7,74 2,48
400 50 15,9 2,48 14,3 2,49
600 3 1,58 2,44 1,46 2,43
600 10 4,78 2,48 432 2,47
600 25 12,5 2,49 10,9 2,49
600 50 26,3 2,50 21,7 2,49

Tabela 4.6.2. Valores para Duracdo dos Pulsos Elétricos (T) apos tratamento com Meio
de Eletroporacao HEPES 10 mM. Campo elétrico inicial de 2,5 kV/cm. T1/Volt Real 1
e T2/Volt Real 2 sdo valores para amostras em duplicata

Resistor (Q) Capacitor Tl Volt Real 1 T2 Volt Real 2

(uF) (ms) V) (ms) V)
200 3 0,60 460 0,58 450
200 10 1,88 470 1,78 470
200 25 4,88 470 4,74 470
200 50 9,92 470 9,40 470
400 3 1,20 470 1,08 460
400 10 3,52 480 3,32 480
400 25 9,68 480 8,98 470
400 50 19,2 470 17,8 470
600 3 1,74 470 1,58 470
600 10 6,00 490 5,40 480
600 25 16,1 480 14,2 490

600 50 31,8 470 28,4 470
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Tabela 4.6.3. Valores para Duracao dos Pulsos Elétricos (T) apds tratamento com Meio
de Eletroporagdo PEG/Sorbitol. Campo elétrico inicial de 12 kV/cm. T1/Volt Real 1 e
T2/Volt Real 2 sao valores para amostras em duplicata.

Resistor (Q) Capacitor Tl Volt Real 1 T2 Volt Real 2

(uF) (ms) (kV) (ms) (kV)
200 3 0,62 2,30 0,58 2,29
200 10 1,86 2,35 1,80 2,34
200 25 4,84 2,37 4,62 2,38
200 50 9,34 2,38 8,98 2,38
400 3 1,12 2,33 1,04 2,32
400 10 3,40 2,38 3,12 2,37
400 25 6,52 2,39 8,04 2,39
400 50 12,7 2,39 14,7 2,39
600 3 1,74 2,35 1,62 2,35
600 10 5,28 2,39 4,76 2,38
600 25 13,2 2,40 8,04 2,40
600 50 23,7 2,41 14,7 2,40

Tabela 4.6.4. Valores para Duracdo dos Pulsos Elétricos (T) apos tratamento com Meio
de Eletroporacdo PEG/Sorbitol. Campo elétrico inicial de 2,5 kV/cm. T1/Volt Real 1 e
T2/Volt Real 2 sdo valores para amostras em duplicata.

Resistor (Q) Capacitor Tl Volt Real 1 T2 Volt Real 2

(uF) (ms) V) (ms) V)
200 3 0,60 460 0,60 460
200 10 1,86 470 1,86 470
200 25 4,92 480 4,74 470
200 50 9,58 470 9,38 470
400 3 1,16 470 1,12 470
400 10 3,52 490 3,32 480
400 25 9,22 480 8,94 480
400 50 18,1 470 17,0 470
600 3 1,88 480 1,68 480
600 10 5,76 490 5,19 490
600 25 14,9 480 13,4 480
600 50 29,4 470 26,5 480
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4.7 Protocolos para Eletroporacao ou Eletrotransformacio

Foram realizados diversos experimentos de eletrotransformagao, por meio de
distintos protocolos de eletroporagdo, com as respectivas modificagcdes para encontrar as
melhores condigdes para esse processo de transformacao de células vegetativas de B.
megaterium. No entanto, para quaisquer dos experimentos abaixo descritos (subitens
4.7.1 a 4.7.6), ndo foram obtidas colonias recombinantes dessa bactéria Gram-positiva
(Eficiéncias de Transformacao nulas). Sdo abaixo apresentados os resultados obtidos
para Duracao dos Pulsos Elétricos, viabilidade das células conduzidas a eletroporacao e

para eficiéncia de trasformagao, referentes a cada experimento de eletroporagao.

4.7.1 Eletroporag¢des com Meio Sacarose/MgCl, e Meio PEG/Sorbitol

As eletroporacdes do Experimento P1 foram realizadas com o Meio
PEG/Sorbitol e os valores obtidos para Duracdo dos Pulsos Elétricos estdo expressos na
Tabela 4.7.1.

No Experimento S1 (eletroporagdes com Meio Sacarose/MgCly), foram
selecionados valores mais elevados para a voltagem inicial (V) e obtidos os
consequentes incrementos nos valores para Duragao dos Pulsos Elétricos (Tabela 4.7.1).

No Experimento S2, é possivel observar que tanto o uso do meio LB (amostra 1
e controle LB) quanto o do meio Nutriente (amostra 2 e controle N) para o cultivo de
células vegetativas de B. megaterium produziram valores semelhantes para Duragdo

dos Pulsos Elétricos, quando eletroporadas com o Meio Sacarose/ MgCl, (Tabela 4.7.1).
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Para aliquotas provenientes da mesma suspensao celular, foram aplicados os
protocolos referentes aos dois diferentes Meios de eletroporagdo, Sacarose/MgCl, e

PEG/Sorbitol (Experimento PS 1, Tabela 4.7.1).

Tabela 4.7.1. Valores obtidos para Durag¢ao dos Pulsos Elétricos (em ms), viabilidade
das células conduzidas a eletroporagdo e para eficiéncia de trasformacdo, em cada um
dos experimentos, para as réplicas de cada eletroporacao (amostras de 1 a 6) e controles
(Contr). O numero de réplicas de cada experimento € proporcional ao niimero de
condigdes de eletroporagao testado.

T (ms) 1 2 3 4 5 Contr  Viabilidade Eficiéncia

amostras (UFC/mL) Transf.

Exp P1 1,54 1,96 1,78 1,65 1,22 92x10° 0

Exp S1 2,34 2,65 3,20 3,15 3,24 2,32 9,2x 10° 0

Exp S2 2,45 2,14 9,2 x 10° 0
2,20 2,02 8,8 x 10°

Exp S3 2,25 2,36 2,42 2,00 8,8 x 10° 0

ExpPSl 942 8,66 92 x 10° 0
9,32 8,98 4,6 x 10°

ExpPS2 122 1,02 92x10° 0
1,32 0,98 4,6 x 10°

Exp PS3 5,12 424 9,2 x 10° 0
4,06 3,88 4,6 x 10°

Exp P2 6,22 6,36 5,98 9,2x 10° 0

O experimento descrito acima (Experimento PS 1) foi reproduzido com a
inclusdo de uma etapa ao protocolo de preparagdo de células para eletroporacdo: o

tratamento com lisozima (Experimentos PS 2 e PS 3). Esta etapa teve por objetivo
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promover maior permeabilidade de células de B. megaterium pela remocgdo de sua
parede celular (formagdo de protoplastos) e, desta forma, facilitar a transformacgao por
meio de eletroporagcdo. As amostras “1” dos Experimentos PS1, PS2 e PS3 referem-se
as suspensodes celulares em PEG/sorbitol, e as amostras “2” em Meio Sacarose/MgCl,

(Tabela 4.7.1).

4.7.2 Eletroporacées com Meio HEPES 10 mM

As caracteristicas dos pulsos aplicados as amostras dos ensaios realizados com o
uso do Meio HEPES para eletroporagdo estao expressas no Quadro 3.3.4.5.

Os primeiros ensaios de eletroporagdao com o uso do Meio HEPES 10 mM
(Experimento H1) foram realizados com baixos valores de voltagem inicial (500 ¢ 700
V). Para a amostra 1, foi obtido valor minimo adequado para eletroporagdao de um
organismo procarioto (superiores a 5,0 ms).

Os Experimentos H2 e H3 utilizaram células vegetativas de B. megaterium no
meio e no final da fase exponencial de crescimento, respectivamente, em Meio
Nutriente. O objetivo desse teste foi verificar a influéncia de fase de crescimento sobre a
eficiéncia de trasformacao.

Apbs os diversos experimentos acima descritos e o estudo das melhores
condi¢des de eletroporacdo, foi possivel a obtencdo de resultados satisfatorios para o
parametro Duracdo dos Pulsos Elétricos (Tabela 4.7.2) em ensaios utilizando células em
final da fase logaritmica de crescimento em Meio LB e por incrementos na resisténcia e

na capacitancia (Experimento H4, Quadro 3.3.4.5, subitem 3.3.4.5).
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Nos ensaios H6 ¢ H7 foram aplicados protocolos de eletroporacdo sob as
condigdes elétricas mais drasticas (Quadro 3.3.4.5).

As placas em que foram semeadas as suspensdes celulares de B. megaterium em
Meio HEPES 10 mM eletroporadas com o DNA plasmidial pETDuet-1 (Experimento
H6) nao apresentaram colonias. Isto indica que ou nao houve a incorporagdo do
plasmideo ou a expressao do gene que confere a resisténcia ao antibidtico e, por
inferéncia, tampouco do gene pac (PGA), uma vez que ambos estdo contidos no mesmo
plasmideo utilizado nas eletroporagdes (pETDuet-1). A placa correspondente ao
controle negativo (c€lulas de B. megaterium selvagem eletroporadas sem a adi¢do de
DNA plasmidial, plaqueadas em meio nao-seletivo) apresentou coldnias, confirmando a
viabilidade celular mesmo apos a aplicagdo de protocolo de eletroporagao sob as

condicoes mais drasticas.

Tabela 4.7.2. Valores obtidos para Duragdo dos Pulsos Elétricos (em ms), viabilidade
das células conduzidas a eletroporagdo e para eficiéncia de trasformag@o nos ensaios de
eletroporagdo com Meio HEPES (Experimentos H1 a H9). O numero de réplicas de
cada experimento ¢ proporcional ao nimero de condi¢des de eletroporagdo testado.

T (ms) 1 2 3 4 5 6 Contr Viabilidade Eficiéncia

amostras (UFC/mL) Transf.
ExpHI 502 436 394 3,88 368 293x10° 0
ExpH2 398 370 3,66 385  56x10° 0
ExpH3 9,92 9,16 4,16 4,00 5,6 x 10° 0
ExpH4 642 932 11,0 4,52 584 640 898  2,93x10° 0
ExpH5 894 862 7,08 7,02 293x10° 0
ExpH6 102 9,90 10,1 9,80  293x10° 0
ExpH7 9,82 993 9,01 9,78  2,93x10° 0
Exp H8 320 345 3,52 298  293x10° 0
Exp H9 424 462 4,380 420  293x10° 0

894 9,62 946 8,68
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No ensaio H9, foi realizada a eletroporacdo de células vegetativas de B.
megaterium, crescidas em Meio LB, em final da fase exponencial de crescimento (de
acordo com as Curvas de Calibragao, subitem 4.2.1), com o DNA plasmidial pHis 1522.
Apos a aplicacdo dos pulsos elétricos, as células eletroporadas foram conduzidas a
incubagao sob agitacdo de 100 rpm, a 37°C, e entdo plaqueadas em meio seletivo solido
(contendo 10 mg/mL de tetraciclina). Foram igualmente incluidos os controles positivo
€ negativo nesse experimento. As amostras 1, 2 e 3 receberam pulsos elétricos de 0,5
kV (2,5 kV/em), 200 Q e 25 pF. As amostras 4, 5 e 6, foram aplicados pulsos elétricos

de 2,5 kV (12,5 kV/em), 400 Q e 25 uF (Quadro 3.3.4.5).

4.7.3 Eletroporacoes com Meio de Alta Osmolaridade (Xue et al., 1999)

O plaqueamento das suspensdes celulares de B. megaterium ATCC 14945,
crescidas em Meio LBS, ao término do tratamento com Meio de Eletroporagio SMG
precedido por Dilui¢do Seriada (subitem 3.3.2.1), confirmou a concentragdo celular
esperada entre 1 — 1,3 x 10'° CFU/mL, de acordo com Xue et al. (1999).

As condigdes elétricas associadas aos Experimentos de AO 1 a AO 4 estio
expressas no Quadro 3.3.4.6. Os valores para Duragdo dos Pulsos Elétricos, viabilidade
das células conduzidas a eletroporagdo e para eficiéncia de trasformacao,

correspondentes a tais experimentos, podem ser verificados na Tabela 4.7.3.
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Tabela 4.7.3. Valores obtidos para Duracdo dos Pulsos Elétricos (ms), viabilidade das
células conduzidas a eletroporacdo e para eficiéncia de trasformagdo, referentes as
eletroporacdes de células vegetativas de B. megaterium tratadas com Meio de Alta
Osmolaridade (SMG), com o DNA plasmidial pHis 1522 (amostras de 1 a 3 e controle
negativo).

Experimento/T 1 2 3 Contr Viabilidade Eficiéncia
(UFC/mL) Transf.
AO 1 3,98 4,28 4,32 3,90 1,1x 10" 0
AO2 4,72 4,96 5,02 4,24 1,1 x 10" 0
AO3 4,68 4,62 4,74 4,02 1,1x 10" 0
AO 4 4,26 4,42 4,98 3,98 1,1x 10" 0

4.7.4 Eletropora¢iao em Meio SMG contendo MgCl,

O protocolo para preparacao de células eletrocompetentes utilizado nos Ensaios
Mg 1 a Mg 6 foi o descrito por Xue et al. (1999), detalhado no subitem 3.3.4.6.

As células de B. megaterium crescidas em Meio LBS e tratadas com SMG
acrescido de MgCl,, nas concentragcdes 1 mM (Mg 1 e Mg 2), 20 mM (Mg 3 e Mg 4) e
40 mM (Mg 5 e Controle), como Meio de Eletroporagdo, foram submetidas as
condi¢des elétricas expressas no Quadro 3.3.4.6. Abaixo, na Tabela 4.7.4, sdo
encontrados os valores para Duracdo dos Pulsos Elétricos, viabilidade das células
conduzidas a eletroporacdo e para eficiéncia de trasformagdo, para esse conjunto de

experimentos.
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Tabela 4.7.4. Valores para Duracdo dos Pulsos Elétricos (em ms), viabilidade das
cé¢lulas conduzidas a eletroporacdo e eficiéncia de trasformagdo, obtidos nas
eletroporacdes de B. megaterium crescidas em Meio LBS e tratadas com SMG / MgCl,,
nas concentracdes | mM (Mg 1 e Mg 2), 20 mM (Mg 3 e Mg 4) e 40 mM (Mg 5 ¢
Controle).

Experimento/T 1 2 Controle Viabilidade Eficiéncia
(UFC/mL) Transf.
Mg 1 3,58 3,70 3,24 1,1x 10" 0
Mg 2 3,40 3,52 3,66 1,1x 10" 0
Mg 3 2,76 2,68 2,56 1,1x 10" 0
Mg 4 2,74 2,82 2,18 1,1 x 10" 0
Mg 5 1,58 1,56 1,28 1,1 x 10" 0
Mg 6 1,44 1,34 1,26 1,1 x 10" 0

4.7.5 Eletroporacio de protoplastos de B. megaterium

As condigoes elétricas a que foram submetidos protoplastos de B. megaterium
(preparados segundo Malten et al., 2006), de acordo com protocolo proposto por
Romero et al. (2006) encontram-se na Tabela 3.3.4.8. Os valores obtidos para Duragao
dos Pulsos Elétricos e eficiéncia de trasformacao estdo expressos na Tabela 4.7.5. O
periodo de incubagdo das placas sob 37°C foi de 72 horas. Entretanto, ndao foram

verificadas colonias de B. megaterium recombinantes (isto €, transformadas com pHis

1522).
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Tabela 4.7.5. Valores para Duragdo dos Pulsos Elétricos, viabilidade das células
conduzidas a eletroporagdo e para eficiéncia de trasformagdo, referentes as
eletroporacdes de suspensdes de protoplastos de B. megaterium ap6s aplicacdo de
pulsos elétricos de 700 V, utilizando-se resistor de 200 Q e capacitor de 25 pF.

Amostra  Suspensdo DNA Duragdo  Eficiéncia
celular plasmidial Pulsos Tranf.
(uL) (ug) Elétricos
(ms)
1 400 10 2,96 0
2 400 10 2,84 0
Contr 400 - 2,72 0

Como acima exposto, durante a execucdo deste projeto de pesquisa foram
estudadas as condicdes de cultivo de B. megaterium ATCC 14945 (volumes de meios
de crescimento; volumes de indculo com suspensdo de células vegetativas
crioconservadas em glicerol; tempo de cultivo, sob temperatura e agitagdo controladas),
isoladamente e em combinagdo com as condi¢des requeridas para eletroporagao.

Os ajustes dos volumes dos Meios de Crescimento (LB, Nutriente ¢ LBS) e dos
volumes para ressuspensdo das células nos Meios de Eletroporagdo (PEG/sorbitol,
Sacarose/MgCl,, HEPES e SMG) permitiram a obtencdo das concentragdes de células
viaveis, quantificadas pelo Método de Contagem de Unidades Formadoras de Colonias,
recomendadas pela literatura.

Somaram-se ainda a tais ajustes os ensaios para compara¢do da producdo de
biomassa nos trés Meios de Crescimento utilizados e a concentragdo de células viaveis
em diferentes fases de crescimento para B. megaterium (meio e final da fase
exponencial), variando-se as condi¢des elétricas (voltagem inicial, campo elétrico

inicial, resisténcia e capacitancia). Utilizando cubetas para eletropora¢do de espago
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entre eletrodos igual a 0,2 cm e os limites do equipamento (Gene Pulser, BioRad) para a
aplicacdo dos pulsos elétricos, foram verificadas taxas de sobrevivéncia celular nao-
nulas para a totalidade dos experimentos, isto €, nao houve letalidade total das células
de B. megaterium ATCC 14945 eletroporadas com os Meios PEG/sorbitol,
Sacarose/MgCl,, HEPES ou SMG, mesmo sob as condigdes elétricas mais drasticas,
que correspondem a 2,5 kV, 600 Q e 50 uF nos ensaios realizados neste trabalho (vide
Sugestdes, item 6).

Rhee et al. (2007) verificaram que o numero de transformantes decresceu cerca
de 10 vezes como resultado da diminuicao da voltagem de 15 kV/cm para 5 kV/em. A
20 kV/cm, a viabilidade das células declinou muito rapidamente. A duragao do pulso
igual a 10 ms foi encontrada como sendo a 6tima para o decaimento exponencial de
onda para B. coagulans. A baixas voltagens como 12,5 kV/cm, valores 6timos para
transformagao foram obtidos pelo aumento da duragdo do pulso para 12,5 — 15 ms. Foi
verificada uma relagdo inversa entre a for¢a do campo elétrico e a dura¢ao do pulso na
transformagao de B. coagulans.

Em tais experimentos de eletroporagdo de B. coagulans, Rhee et al (2007)
verificaram que plasmideos maiores (pMSR10, 6091 bp) necessitaram de menores
voltagens e duragdo de pulso maiores, comparados a plasmideos menores (pNW33N,
4217 bp) para a eficiéncia 6tima de transformacdo de B. coagulans. Esses resultados
sugerem que as condigdes de eletroporacdo necessitam ser otimizadas para cada
plasmideo, bem como para vetores plasmidiais com variados tamanhos de insertos. O
nimero de transformantes com o plasmideo pMSR10 (6091 pb), utilizando-se as
mesmas condi¢des de eletroporagdo foi de cerca de 70% do ntimero obtido com o

plasmideo pNW33N (4217 pb). Esta diferenga entre os dois plasmideos quanto ao
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numero de transformantes por pg de DNA plasmidial pode ser atribuida a diferenga de
tamanho entre ambos. Os experimentos combinaram cinco diferentes vetores com
diversas linhagens de B. coagulans, tais como P4-102B, 36D1, 17C5, entre outras.
Experimentos preliminares de eletroporagdo revelaram que apenas a combinacao de B.
coagulans linhagem P4-102B e o plasmideo pNW33N produziram transformantes
detectaveis (Rhee et al., 2007).

Por essas razdes, para células de B. megaterium ATCC 14945, foram testadas
tanto as combinagdes menores voltagens e duracdo de pulso maiores, quanto maiores
voltagens e duracdo de pulso menores, para os quatro plasmideos utilizados (pET-32
“PGA”, pETDuet-1, pBR 322 e pHis 1522, que apresentam os seguintes tamanhos, em
pares de bases, 5900, 5420, 4361 e 7402, respectivamente).

Miller et al. (1988) observaram que a for¢ca do campo elétrico inicial apresentou
maior efeito na eficiéncia de transformagdo de Campylobacter jejuni (bactéria
microaerofilica Gram — negativa) que a Duracdo dos Pulsos Elétricos (T). Para campos
elétricos entre 5 kV/cm e 13 kV/cm, um aumento de duas vezes na voltagem resultou
em um incremento superior a 1000 vezes no niumero de transformantes por pg de DNA.
A 5,25 kV/cm, aumentando-se a Duragdo dos Pulsos Elétricos de 10 ms para 20 ms,
obteve-se elevagao da eficiéncia em mais de 100 vezes.

Xue et al (1999) verificaram que a eficiéncia de transformagdo aumentou em
proporgao direta com o campo elétrico entre 12 e 23 kV/cm. Esse aumento na eficiéncia
de transformacao foi correlacionado com a taxa de sobrevivéncia celular, indicando que
os meios de alta osmolaridade utilizados proporcionam uma agdo protetora contra as
injurias elétricas as células. A aplicacdo do método de alta osmolaridade otimizado

resultou em um aumento da eficiéncia de transformacdo de B. licheniformis de
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aproximadamente 400 vezes, com um valor maximo de 1,8 x 10* tranformantes por pg
de DNA. Como para B. subtilis, a mais alta eficiéncia de transformagao de B.
licheniformis foi atingida com o uso de elevado campo elétrico inicial (21 kV/cm).
Esses resultados indicam que a combinacao de alta osmolaridade e elevados campos
elétricos devem proporcionar o aumento da eficiéncia de transformacdo de algumas
espécies de bactérias Gram-positivas capazes de crescer em meios de alta osmolaridade.

Os resultados de Shark et al. (1991) revelaram maiores eficiéncias de
transformagao para células de B. megaterium 7A17 em fase final do crescimento
exponencial, quando comparado ao rendimento para tais células em fase estacionaria.
Células a partir de culturas em meio da fase exponencial renderam significativamente
mais transformantes que células de culturas em final da fase exponencial. O aumento na
concentracdo molar de sorbitol no meio de bombardeamento resultou no aumento da
eficiéncia de transformacao de cé¢lulas de B. megaterium 7A17 em fase exponencial de
crescimento.

Moro et al. (1995) verificaram que o aumento da voltagem aplicada resultou no
aumento gradual da eficiéncia de transformagdo e, simultaneamente, no decréscimo da
porcentagem de sobrevivéncia das células. Para campos elétricos iniciais de 12 kV/cm,
foram obtidas eficiéncias de transformagdo da ordem de 2,76 x 10° CFU por pg de
pWH 1510, com sobrevivéncia celular de 83%. Para 15 kV/cm, foram obtidos valores
para eficiéncia superiores a 5,8 x 10° CFU por pg de pWH 1510, com 58% de
sobrevivéncia celular. O valor maximo de eficiéncia de transformagdo atingido esta
entre os descritos para outras bactérias Gram-positivas (Belliveau & Trevors, 1989),
mas ¢ inferior aos obtidos com E. coli. Isto pode ser devido a densa parede celular das

bactérias Gram-positivas, quando comparadas as Gram-negativas.
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Sugestoes

Dentre as sugestoes para a continuidade desse trabalho de pesquisa, estao:
Realizar experimentos de eletroporagao utilizando células de outras linhagens de
Bacillus megaterium,

Investir mais profundamente no estudo da estrutura da parede celular associada
com a fisiologia da pré-esporulacao (como base para a competéncia);

Realizar experimentos utilizando meios de crescimento pobres em aminoacidos,
como ja caraterizados pelo Grupo de Pesquisa coordenado pela Dra. Raquel de
L. C. Giordano. Segundo Anagnostopoulos & Spizizen (1960), elevadas
quantidades de aminoacidos, por permitem a sintese de componentes da parede
celular, prejudicam a tomada de DNA, reduzindo a sensibilidade para
transformacgao;

Investigar os limites de viabilidade das células que serdo submetidas aos
protocolos de eletroporagdo, utilizando cubetas de espago entre eletrodos de 0,1
cm;

Utilizar ferramentas de bioinformatica para investigar ORI especifica para a
linhagem de B. megaterium utilizada;

Analisar incompatibilidade de plasmideos em Bacillus megaterium;

Incluir, nos experimentos de eletroporagdo, o controle positivo constituido por
aliquota de células competentes transformadas com quantidade conhecida de
uma preparacdo padrdo de DNA circular supercoiled, para o calculo da

eficiéncia de transformacao.
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