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Resumo

LEMOS, A.C.C. Identificagao em bases moleculares da via da a-oxidacao no
consumo de propionato em Burkholderia sacchari. 2017. 83 f. Dissertagéo
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

Burkholderia sacchari, metabolismo do propionato, alfa-oxidacéo de propionato,
copolimero P3HB-co-3HV, polihidroxialcanoato.

Burkholderia sacchari € uma espécie de bactéria descrita em 2001, isolada nos anos
90, de solo de canavial em S&o Paulo, capaz de acumular polihidroxialcanoatos
(PHA). A partir do substrato sacarose, acumula o homopolimero poli-3-hidroxibutirato
(P3HB), poliéster biodegradavel de propriedades semelhantes as dos plasticos de
origem petroquimica. Esta bactéria é capaz de produzir diferentes tipos de
copolimeros, quando suprida com fontes de carbono variadas de acordo com o co-
substrato fornecido. Utilizando-se sacarose e acido propidnico como fontes de
carbono, a bactéria é capaz de acumular o copolimero poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (P3HB-co-3HV), que é mais maleavel que o P3HB, apresentando,
portanto, uma maior variedade de aplicacdes. No entanto, apenas uma pequena
porcentagem do &cido propidnico fornecido é convertida em unidades 3HV. Isto se
deve a presenca de vias de catabolismo deste acido muito eficientes e que o
transformam preferencialmente em biomassa, CO:2 e 4gua, reduzindo a eficiéncia na
producéo do copolimero biodegradavel. Estudos em mutantes UV prp-, indicaram que
pelo menos duas vias de catabolismo de propionato podem atuar em B. sacchari: a
via da a-oxidacdo e o ciclo de 2-metilcitrato (2MCC). A presenca dos genes e a
funcionalidade do 2MCC foi constatada, entretanto a a-oxidacdo permaneceu sem
comprovacao. Alguns dos mutantes prp- afetados no consumo de intermediarios da
a-oxidacédo foram complementados com a insercao de fragmentos, obtidos de uma
biblioteca gendmica de B. sacchari os quais, ap0s sequenciamento e comparacao do
banco de dados BLASTX, verificou-se codificarem um regulador transcricional LysR.
A analise dos genes adjacentes, em genomas de outras bactérias, sugeriu que
poderiam compor um operon de uma possivel via de a-oxidacéo. A partir desses
dados, este trabalho buscou evidéncias adicionais para a comprova¢ao molecular da
presencga e atuagao da via da a-oxidacdo para o catabolismo de propionato em B.
sacchari. Foi feita uma busca in silico por genes adjacentes a regido similar a lysR, a
partir do draft do genoma da bactéria, recém-publicado, avaliando-se sua
organizagdo, comparando-a com uma busca realizada em Ralstonia eutropha H16,
uma bactéria de referéncia, também produtora de copolimero (P3HB-co-3HV). Foi
observada a organizagdo na forma de um operon contendo trés genes acil CoA
desidrogenase, CoA transferase/L-carnitina desidratase e transportador MFS, de
maneira semelhante a encontrada em B. sacchari. A deteccéo deste possivel operon
in silico permitiu a clonagem desses genes para expressao nos mutantes UV prp de
B. sacchari, para corroborar o seu papel no catabolismo de propionato, pela
demonstracdo de sua capacidade de restituir o fenétipo selvagem a mutantes prp-
afetados no consumo de intermediarios de uma possivel a-oxidagdo de propionato.
Esta complementacao fenotipica foi confirmada qualitativamente pela demonstragéo



do crescimento em meio mineral sélido contendo propionato como Unica fonte de
carbono. A comprovacao quantitativa foi obtida por meio de experimentos de acumulo
do copolimero em frascos agitados, tendo-se observado que, aos mutantes
complementados com genes do operon detectado, foi restituido o valor de eficiéncia
de conversédo de propionato a unidades 3HV observada para a linhagem selvagem
(Ysnviprp). Assim, uma vez demonstrado que genes deste operon exercem um papel
na a-oxidagcdo de propionato, foram testadas diferentes ferramentas e estratégias
para a construcao de mutantes especificamente inativados nas regides deste operon,
com o objetivo de se verificar a possibilidade de obter clones capazes de atingir o
valor maximo tedrico (Ysnviprp = 1,35 g/g) por inativacdo de genes chave do 2MCC e
da a-oxidacdo. Foram testadas técnicas para obtencdo de mutantes sitio dirigidos,
empregando trés plasmideos suicidas e o sistema de recombinagéo sitio dirigida
CRISPR. As vantagens e desvantagens de cada uma das técnicas séo discutidas ao
longo deste projeto.



Abstract

LEMOS, A.C.C. Identification on a molecular basis of the a-oxidation pathway
in the consumption of propionate in Burkholderia sacchari. 2017. 83 p. Master
thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2017.

Burkholderia sacchari. Pathway propionate. Alfa-oxidation of propionate. Copolymer
P3HB-co-3HV. Polyhydroxyalkanoate.

Burkholderia sacchari is a species of bacteria described in 2001, isolated in the 1990s,
from sugarcane fields in Sdo Paulo, capable of accumulating polyhydroxyalkanoates
(PHA). From sucrose, it accumulates the homopolymer poly-3-hydroxybutyrate
(P3HB), a biodegradable polyester with properties similar to those of petrochemical
plastics. This bacterium is capable of producing different types of copolymers when
supplied with varying carbon sources according to the supplied co-substrate. Using
sucrose and propionic acid as carbon sources, the bacterium is able to accumulate
the poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (P3HB-co-3HV) copolymer, which is
more malleable than P3HB, presenting, therefore, a greater variety of applications.
However, only a small percentage of the supplied propionic acid is converted into 3HV
units. This is due to the presence of very efficient catabolic pathways that preferentially
transform propionate into biomass, CO2 and water, reducing the efficiency in the
production of 3HV. Studies on prp- UV mutants have indicated that at least two
pathways of propionate catabolism may act on B. sacchari: the a-oxidation pathway
and the 2-methyicitrate cycle (2MCC). The presence of the genes and the functionality
of 2MCC were observed, however the a-oxidation remained unproven. Some of the
mutants prp- affected in the consumption of a-oxidation intermediates were
complemented with the insertion of fragments obtained from a B. sacchari genomic
library which, after sequencing and comparison of the BLASTX database, were found
to encode a regulator transcriptional lysR. Analysis of the adjacent genes in genomes
of other bacteria suggested that they could compose an operon of a possible a-
oxidation pathway. From this data, this work searched for additional molecular
evidence of the presence and performance of the a-oxidation pathway on propionate
catabolism in B. sacchari. A search in silico in the B. sacchari draft-genome, for genes
neighboring the region similar to lysR, detected a putative operon. Its organization was
evaluated and compared to a similar search in Ralstonia eutropha H16 genome, a
reference PHA —producing strain. A typical operon organization was observed in which
tree genes were organized, annotated as encoding for acyl CoA dehydrogenase, CoA
transferase/L-carnitine dehydratase and a major facilitator superfamily transporter
(MFS). The detection of this possible operon in silico permitted the cloning of these
genes for expression in the B. sacchari prp- UV mutant to corroborate their role in
propionate catabolism by demonstrating their ability to restore the wild-type phenotype
to prp- mutants affected in the consumption of intermediates of a possible a-oxidation
of propionate. This phenotypic complementation was confirmed qualitatively by the
demonstration of growth in solid mineral medium containing propionate as the only
carbon source. The quantitative confirmation was obtained by experiments of
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copolymer accumulation in shaken flasks. For mutants complemented with genes of
the detected operon, the value of conversion efficiency of propionate to 3HV units
observed for the wild strain (Ysuv / prp) was restored. Thus, once demonstrated that
genes of this operon play a role in the a-oxidation of propionate, different tools and
strategies were tested for the construction of mutants specifically inactivated in specific
regions of this operon, in order to verify the possibility of obtaining clones capable of
reaching the theoretical maximum value (Ysuv/prp = 1.35 g / g) by inactivation of key
genes of 2MCC and a-oxidation. Techniques for site-directed mutation tested applied
tree suicide vector and the CRISPR system. As advantages and drawbacks of each
of the techniques are discussed throughout this project.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O plastico € um material amplamente utilizado no mundo moderno, a grande
maioria provém do petréleo, uma fonte finita e ndo renovavel em curto periodo de
tempo relativos a vida humana. Este material possui uma gama de aplicagdes, devido
as suas combinagbes monoméricas que geram propriedades fisico-quimicas
diferentes para cada tipo de plastico, garantido uma ampla flexibilidade em suas
aplicagdes. O grande consumo de materiais plasticos é um problema mundial, pois
estes materiais demoram muito para se decompor, acumulando-se no ambiente,
principalmente o ambiente marinho, gerando graves problemas ambientais e de
saude publica.

Diante deste cenario, aumentou-se a busca por materiais que possam
substituir o plastico de origem petroquimica, que devem possuir uma origem mais
ambientalmente correta e que sejam biodegradaveis. Os polihidroxialcanoatos (PHA)
se encaixam neste perfil de material. Os PHA sao poliésteres acumulados
intracelularmente por microrganismos, de modo mais expressivo na auséncia de um
nutriente essencial e excesso de fonte de carbono. Sao polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, com potencial para substituicio dos plasticos de origem
petroquimica, devido as suas caracteristicas fisicas. Eles possuem uma ampla gama
de aplicagao, podendo ser utilizados desde producao de embalagens até matrizes de
liberagdo controlada de farmacos.

Estudos foram realizados para isolamento de bactérias promissoras para
producao de PHA, dentre essas bactérias esta a Burkholderia sacchari, bactéria
gram-negativa, ndo-fermentadora, isolada de solo de canavial, capaz de acumular até
80% de sua massa seca em PHA. Esta bactéria produz polihidroxibutirato (P3HB) a
partir de fontes de carbono como sacarose. Ao se fornecer um co-substrato como
propionato ela € capaz de acumular poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-
co-3HV), um copolimero com ponto de fusdo menor e propriedades mais maleaveis
que o P3HB.

Apesar de um cenario bem promissor para producao deste copolimero, o
catabolismo de propionato de B. sacchari precisa ser mais estudado, pois estudos
prévios ja mostraram que nem todo propionato fornecido é direcionado para produgao

de PHA, ele pode ser utilizado como fonte de energia pela bactéria, gerando
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preferencialmente em biomassa, CO2 e agua. Desta maneira, para que B. sacchari
seja usada para producgédo industrial de P3HB-co-3HV suas vias metabdlicas ainda
devem ser elucidadas para o melhor aproveitamento deste substrato para produgao

deste copolimero, visto que propionato € uma matéria prima com o custo elevado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impacto do plastico de origem petroquimica e a busca por polimeros
biodegradaveis

Plasticos sdo polimeros formados por uma rede de monémeros ligados
covalentemente um a outro. Existem diferentes tipos de monémeros que, em
combinagao, podem formar diferentes tipos de plasticos. Estes possuem vantagens
em relagao a outros tipos de materiais como vidro e metal, devido ao seu baixo peso,
custo, flexibilidade e uso em aplicagbes médicas. Segundo a Plastic European
Association a produ¢ao mundial de materiais plasticos chegou a 322 milhdes de
toneladas em 2015, deste numero, 39,9% foi utilizado na produ¢cado de embalagens.
Na Europa em 2014, 25 milhdes de toneladas do plastico produzido foram para o lixo,
69,2% foi reaproveitado através de reciclagem ou producdo de energia e 30;8%
continuou em aterros sanitarios.

Este crescimento na produgdo tem sido acompanhado por um aumento
correspondente na concentracado de plasticos no ambiente marinho, destino final da
maioria dos plasticos descartados no ambiente, prejudicando todo o ecossistema. Os
plasticos podem ficar retidos por séculos no ambiente se ndo forem submetidos a
radiagao ultravioleta, nem expostos a microrganismos. Fragmentos destes materiais
podem ser encontrados em todos os oceanos, com concentracdo observada de 580
mil fragmentos por quildmetro quadrado (WILCOX et al., 2015). Ha relatos na
literatura de microplasticos encontrados no ambiente marinho deste 1970 (COSTA;
BARLETTA, 2015). Nem s6 no ambiente tem sido notada a presencga destes materiais.
Estudos atuais mostram que foram encontradas microparticulas de diversos tipos de
plasticos de origem petroquimica em amostras de sal de cozinha comercializadas na
China (YANG et al., 2015), mostrando ser também um problema de saude publica.

Os plasticos derivados do petroleo demoram muito para se decomporem no
ambiente, tempo estimado na ordem de séculos. Além disso, sua incineragao libera
produtos téxicos como dioxinas. O constante contato com plasticos derivados de
petréleo também pode ser prejudicial a saude humana, uma vez que, estudos indicam
que o bisfenol A (BPA) e Bis(2-etilhexil)ftalato (DEHP), presentes nestes materiais
podem causar danos a saude e a reproducdo humana, como maturagdo sexual
precoce e diminuigado da fertilidade masculina (NORTH; HALDEN, 2003). Diante deste
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cenario a producao de plasticos biodegradaveis e biocompativeis € cada vez mais
estudada.

Os polihidroxialcanoatos (PHA) se encaixam nesta categoria de materiais,
porém, para se tornarem competitivos com os de origem petroquimica muitos estudos
ainda devem ser feitos. O custo de produgéo do PHB foi estudado e verificou-se que
é fortemente dependente de pregos do agucar, que representa quase 29% do custo
final, ndo considerando valores de tributagcdo de impostos. Como um todo, o custo da
produgdo de PHB foi estimado a US $ 2,65 / kg PHB para uma planta de 100 mil
toneladas por ano, com o uso de sacarose e combustiveis fésseis como substrato
(LEE E CHOI, 1998). Segundo Nonato e colaboradores em 2001, a avaliacao
preliminar para 10 mil toneladas por ano por planta observa que o custo de producao
esta fortemente relacionado ao preco de mercado do acgucar. Ensaios piloto
realizados previram que o custo (sem impostos) poderia muito aproximar da
estimativa mais baixa proposta por Lee e Choi em 1998, de acordo com os precos de
matéria prima, produgao e separacao. Estudos mais recentes estimam que eles sao
15 vezes mais caros que os derivados de petréleo, como polipropileno e polietileno
(MOZEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ, 2016).

Desta maneira, muitos estudos ainda devem ser feitos para melhorar a
producdo de biomassa e a sua composi¢cao, que garante as propriedades desejadas,
e assim diminuir o custo de produgéo e tornando viavel sua produgcédo em larga escala.
Cerca de 50% do custo da produgao provem do custo da matéria prima, desta maneira
otimizar a sua conversao em PHA é um desafio (MOZEJKO-CIESIELSKA; KIEWISZ,
2016).

2.2 Polihidroxialcanoatos

Polihidroxialcanoatos (PHA) séo poliésteres acumulados intracelularmente por
algumas bactérias, na forma de granulos intracelulares, que apresentam importancia
biotecnoldgica por serem empregados na producdo de plasticos e elastdmeros
biodegradaveis e biocompativeis (GOMEZ; BUENO NETTO, 2001; SILVA et al., 2014;
STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995). Estes poliésteres sdo produzidos por diversas
bactérias, principalmente em condigbes desbalanceadas de cultivo, com auséncia de
nutrientes essenciais, como foésforo ou nitrogénio, e abundancia de fonte de carbono
(ANDERSON; DAWES, 1990).
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Os PHA foram descritos pela primeira vez em 1920, pelo pesquisador francés,
Maurice Lemoigne, que descobriu que granulos de polihidroxibutirato (PHB) eram
acumulados intracelularmente em Bacillus megaterium. Mas nesta época e por um
longo periodo, a presenga de granulos de PHA foi utilizado como um dado de
importancia taxonémica (KESHAVARZ; ROY 2010). Com a crise do petroleo da
década de 1970, houve uma busca por novos materiais para substituir os plasticos
originados de petroleo. E assim, cinquenta anos apos a sua descoberta, a produgéo
de PHB foi levada a cabo em escala comercial (CHEN, 2009; NONATO et al., 2001;
URTUVIA et al., 2014). Diversas empresas tém sido estabelecidas nos EUA,
Alemanha, China, Brasil etc. para produzir tais materiais (CHEN, 2009). As principais
empresas do ramo de produgdo de PHA sdo Metabolix Inc. (U.S.), Meredian Inc.
(U.S.), Biomer (Germany), Tianjin GreenBio Materials Co. Ltd (China), Shenzhen
Ecomann Technology Co. Ltd (China), que estdo em um cenario crescente no
mercado de plasticos biodegradaveis. O crescimento mundial devera ter um ritmo
acelerado entre 2015 e 2020, sendo impulsionado pela maior conscientizacao
ambiental e implementagdo de normas ambientais mais rigorosas (MARKETS AND
MARKETS, 2015).

De acordo com da estrutura da cadeia de carbonos, PHA s&o divididos em dois
grupos: PHA short-chain-length, que engloba aqueles PHA compostos de monémeros
de cadeia curta (PHAsc), com 3 a 5 atomos de carbono da cadeia carbénica, e os PHA
medium-chain-length compostos por monémeros de cadeia média (PHAmc), com mais
de 6 carbonos (DOI; STEINBUCHEL, 2002). Mais de 150 tipos de mondémeros
diferentes foram encontrados como componentes da cadeia polimérica dos PHA
(STEINBUCHEL; LUTKE-EVERSLOH, 2003).

Os PHA podem ser utilizados para fabricagao de filmes, sacos, embalagens,
revestimentos de papel, produtos plasticos convencionais, incluindo os itens
descartaveis (HOLMES, 1985). Também possuem grande aplicabilidade na industria
farmacéutica, como matrizes biodegradaveis para liberagao controlada de farmacos
(NIGMATULLIN, 2015). Por serem biocompativeis, PHA também estdo presentes na
industria médica, sendo utilizados como materiais osteossintéticos na estimulacéo do
crescimento 6sseo, em placas de osso, substituicbes de suturas cirurgicas e dos
vasos sanguineos, devido as suas propriedades piezoelétricas, que confere a
capacidade de produzir energia a partir da pressao mecanica no material (BRIGHAM,;
MASAELI et al., 2013, REDDY et al., 2003, SINSKEY, 2012).
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Trabalhos realizados com o objetivo de obter bactérias para produgao industrial
de PHA isolaram, entre outras, a espécie Burkholderia sacchari, bactéria Gram
negativa isolada a partir de solos de canaviais brasileiros, capaz de acumular até 80%
de sua massa seca em PHA a partir de sacarose e diversos outros substratos
(GOMEZ, 1994; GOMEZ et al., 1996; MENDONCA et al., 2014; MENDONCA et al.,
2017; SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2014). Esta bactéria foi
descrita como uma nova espécie em 2001 por Bramer e colaboradores. Estudos
filogenéticos realizados em 2014 por Sawana e colaboradores, com base nos
resultados das analises filogenéticas de sequéncias conservadas indel e do perfil de
patogenicidade das espécies de Burkholderia spp, propuseram uma divisdo do
género Burkholderia em dois géneros. Nesta nova proposta, o género Burkholderia,
correspondente ao clado |, contera apenas as espécies Burkholderia clinicamente
relevantes e fitopatogénicas. Todas as outras espécies de Burkholderia spp., que s&o
primariamente ambientais, serdo transferidas para um novo género Paraburkholderia
gen. Nov.. Porém, neste trabalho de mestrado optamos por manter a nomenclatura
como Burkholderia sacchatri.

Esta espécie ao ser cultivada em sacarose, sob limitagdo de um nutriente
essencial ao crescimento, como nitrogénio, fésforo, oxigénio, dentre outros, acumula
o homopolimero poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e, ao se oferecer como co-substrato o
propionato, a bactéria acumula um copolimero de poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (P3HB-co-3HV) um copolimero com propriedades mais maleaveis que
o P3HB, que é mais rigido e quebradico. O aumento do teor monémero de 3HV no
copolimero diminui seu ponto de fusdo e aumenta a porcentagem de elongamento
até a ruptura, permitindo melhor processamento térmico (LUZIER, 1992; SILVA, 1998;
SILVA et al., 2007). A Figura 1 esquematiza algumas das reag¢des envolvidas na
biossintese deste copolimero em bactérias. P3HB e P3HB-co-3HV estado entre os
PHA mais estudados e, por serem potenciais substitutos dos plasticos convencionais,
tiveram sua producgdo industrial viabilizada (CHEN, 2009; KONING et al., 1996;
NONATO et al., 2001).
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Figura 1- Vias de formacdo do copolimero de poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-co-3HV)
(STEINBUCHEL & PIEPER 1992).

Aincorporacgao de unidades 3HV, obtida pelo fornecimento de propionato como
co-substrato, gera um copolimero mais flexivel e com maior variedade de aplicagdes
(HOLMES, 1985). O acido propiénico, até pouco tempo, era totalmente produzido a
partir de petréleo, porém estudos biotecnolégicos buscam sua produgéo a partir de
fontes renovaveis, como o glicerol, subproduto da producédo do biodiesel, sendo
estudado como substrato para producgao de acido propiénico (ZHANG ;YANG, 2009).
A industria indiana PRATHISTA INDUSTRIES LIMITED, ja produz propionato a partir
de fontes renovaveis. Dado o custo deste co-substrato, nos primeiros
desenvolvimentos do copolimero, e ao baixo aproveitamento do mesmo por bactérias,
na sua conversdo em 3HV, inclusive por B. sacchari, foram obtidos mutantes, a partir
de radiagao ultravioleta (UV) desta bactéria, mais eficientes na conversdo de
propionato em mondémeros de 3HV e deficientes no consumo de propionato para
crescimento bacteriano (mutantes prp’). Esta eficiéncia pode ser mensurada
calculando-se o fator de conversao de propionato a unidades 3HV (Y3uviProp) €m g/g,
ou seja, quantos gramas (g) de produto sdo formados por grama de substrato
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consumido (Gomez et al., 1996). Foram obtidos dois grandes grupos de mutantes
demonstrando um aumento nos valores de YsHvirrop: €m mutantes afetados no
consumo de intermediarios da a-oxidagao do propionato, Ysnv/prop €levou-se de 0,10
até 0,35 g/g. Ja aqueles ndo afetados no consumo de intermediarios da a-oxidagcéo
do propionato Ysnvirrop elevou-se de 0,10 para 0,80 g/g (SILVA et al., 1996, SILVA,
1998, SILVA; GOMEZ, 1998; SILVA et al., 2000). Considerando-se que o valor maximo
tedrico de Ysnvirp € 1,35 g/g, esses resultados ja indicam alto potencial desses
mutantes para uso industrial em processo desenvolvido pelo IPT (Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas) e licenciado para produgao industrial para a empresa PHB
Industrial S.A. que produz o polimero denominado Biocycle (BUENO NETTO et al.,
1993; NONATO et al., 2001; 1995; SILVA; GOMEZ, 2013).

Estudos realizados com um dos mutantes ndo afetados no consumo de
intermediarios da via da a-oxidagao, alcangaram valores muito préximos ao maximo
tedrico calculado, com valores que variaram de 1.1 a 1.34 g/g, otimizando-se o
processo de cultivo desta linhagem em biorreator. (ROCHA et al, 2008). Porém o
estudo da outra via de catabolismo de propionato atuante em B. sacchari € importante
para compreensdo de seu metabolismo e uma possivel melhora no processo de

obtengao do copolimero.

2.3 Catabolismo do propionato

A formagédo e a degradacgédo de todos os acidos graxos envolvem uma via
oxidativa. Ja para o propionato, existem varias vias propostas. Todos as vias descritas
comegam com propionil-CoA, a qual pode sofrer uma a-oxidagao, uma B-oxidacgao,
uma carboxilagdo, carboxilagdo redutora ou condensagdes de Claisen (Figura 2)
(TEXTOR, 1997).

O propionato pode servir como unica fonte de carbono para muitas bactérias.
Seu metabolismo esta ligado ao metabolismo do malonato através do ciclo do 2-
metilcitrato e, a partir desta via, a vias metabdlicas centrais, como o ciclo do acido
tricarboxilicos (TCA). As enzimas do ciclo do 2-metilcitrato sdo codificadas pelos
genes prpBCDE, acnB, e genes acnD (2-metilcitrato desidratase). AcnB (aconitato
hidratase) € uma enzima bifuncional que também pertence ao TCA e o ciclo do
glioxilato. Propionato também participa do ciclo citramalato compreendendo os

produtos dos genes mutB, meaB, pccBA, e MCE. PrpR trata-se de um ativador
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transcricional do tipo sigma TF-54 dependente de fator transcricional que pertence a

familia de Fis, que € conhecido por ser um ativador transcricional dos genes prp em

Escherichia coli e Ralstonia eutropha (SUVOVA, 2012).
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carboxilagdo redutiva, e e — g condensacgéao de Claisen (TEXTOR, 1997)

Bok e colaboradores (2001), propuseram uma nova via para o consumo de

propionato além das listadas por Textor (1997). Esta via foi descrita em Smithella

propionica em experimentos em que esta foi co-alimentada com propionato e acetato

marcados com '3C. Duas moléculas de propionato se

formando uma molécula de cadeia linear, sem cadeias

condensam e isomerizam

secundarias, a partir deste

composto, 3 moléculas de acetil-CoA podem ser geradas. Estas reacbes sao

reversiveis, desta maneira o acetato marcado entra

carbonos (Figura 3).

na via, randomizando os
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Figura 3- Via proposta para catabolismo de propionato para S. propionica (BOK ET AL., 2001).

2.4 Catabolismo do propionato em Burkholderia sacchari

Estudos identificaram a presencga dos genes da via do ciclo do 2-metilcitrato
em B. sacchari (BRAMER et al., 2002; SILVA et al., 1998). Nesta via, quatro genes
apresentaram identidade aqueles do locus prp de outras bactérias Gram-negativas,
proR, prpB, prpC, acnM e uma ORF (ORF5), respectivamente, um gene regulador,
genes codificadores das enzimas 2-metil-isocitrato liase, 2-metilcitrato sintase e os
dois ultimos genes codificam produtos envolvidos na conversao de 2-metilcitrato a 2-
metilisocitrato. Esta é a principal via catabdlica deste substrato nesta bactéria e opera
em baixas concentragdes de propionato (0,1 g/L) (PEREIRA, 2007). Além de
mutantes UV, foram construidos mutantes interrompidos em acnM e deletado acnM e
proC (PEREIRA et al.,, 2009). A eficiéncia de conversdo nestes mutantes de
propionato a unidades de 3HV (Ysnv/prop) aumentou de 0,09 g/g para 0,81-0,96 g/g,
indicando que os produtos dos genes acnM e prpC sdo ambos essenciais para o
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crescimento em propionato nesta via que compete com a via de sintese de 3HV pelo
propionato. Porém, nenhuma das mutagdes resultou no fator de conversdo maximo
teorico 1,35 g/g (PEREIRA et al., 2009). Estes resultados reforcaram a hipdtese de
outra possivel via para o catabolismo de propionato: a via da a-oxidagao.

A comprovagao da presenga do 2MCC e a proposi¢cdo da presenga da a-
oxidacao teve origem a partir de estudos para obtengdo de mutantes, por UV, mais
eficientes no uso de propionato na conversao de 3HV. Esta via foi proposta apds se
caracterizar fenotipicamente os mutantes, identificados por deficiéncia de
crescimento de em intermediarios do propionato na a-oxidagao (mutantes dos grupos
111, tabela 1) (SILVA et al., 2000).

Tabela 1. Grupos fenotipicos de mutantes de B. sacchari obtidos, considerando a utilizagdo de
intermediarios da a-oxidagdo de propionato (SILVA, 1998).

Linhagem/Grupo Fendétipo
Selvagem sac+t acet+ prp+ lac+ pir+
Grupo I sac+ acet- prp- lac- pir-
Grupo Il sac+ acet- prp- lac? pir-
Grupo 1 sac+ acet- prp- lac+ pir-
Grupo v sac+ acet+ prp- lac+ pir+

Sac+ (crescimento em sacarose), acet+ (crescimento em acetato), prp + (crescimento em propionato),
lac+ (crescimento em lactato), pir + (crescimento em piruvato), Sac- (auséncia de crescimento em
sacarose), acet — (auséncia de crescimento em acetato), prp — (auséncia de crescimento em
propionato), lac- (auséncia de crescimento em lactato), pir — (auséncia de crescimento em piruvato),
lac? (crescimento indeterminado em lactato).

Neste estudo, além das diferencas das caracteristicas fenotipicas estudadas,
sabe-se que muitos desses mutantes ndao foram complementados por fragmentos de
acido desoxirribonucleico (DNA) genémico de B. sacchari portadores de regides de
genes que participam do 2MCC, nem por outras regides capazes de complementar
outros mutantes prp- do grupo IV, ndo afetados no consumo de intermediarios a-
oxidagao (CINTRA, 2008). Outro dado a ser considerado € que mutantes afetados no
consumo de intermediarios da a-oxidacao tiveram valores de Y3nvirrop aumentados de
0.09 g/g na selvagem para cerca de 0,30 g/g, enquanto aqueles nao afetados (grupo
IV, Tabela 1) alcangaram valores em torno de 0,8-0,9 g/g (PEREIRA et al., 2009; SILVA
et al., 2000). Os resultados de eficiéncia de conversao de propionato a unidades 3HV

dos mutantes afetados no 2MCC e na a-oxidacio indicam que a delegcao de ambas
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as vias poderia resultar na geracao de mutantes apresentando valores proximos ao
maximo teorico de Ysnv/prop, (SILVA et al., 1996, SILVA et al., 2000).

Cintra em 2008, estudou esses mutantes incapazes de crescer em
intermediarios da via da a-oxidagao, buscando a complementagdo com fragmentos
de DNA de biblioteca genémica de B. sacchari. Desta maneira, conseguiu identificar
um fragmento capaz de restituir o fenétipo prp* nos mutantes UV alterados na via da
a-oxidagdo. Este fragmento foi sequenciado e foi possivel demonstrar sua
semelhanga com sequéncias de genes codificadores de ativadores transcricionais do
tipo lysR, presente em varias espécies de Burkholderia spp.

Apos alinhamento de sua sequéncia de aminoacidos correspondentes aos
nucleotideos (BLASTX) no banco de dados GenBank um banco de dados de
Nucleotideos do NCBI (National Center for Biotechnology Information), no genoma de
outras Burkholderia spp (Burkholderia sp., B. cenocepacia, B. ambifaria, B.
multivorans), chegou-se a conclusao de que o fragmento correspondia ao regulador
transcricional do tipo lysR.

Lys R é um regulador transcricional que possui um sitio de ligagdo ao DNA
(dominio helix tunr helix- HTH) N-terminal e um dominio de ligacdo de cofator C-
terminal. E uma proteina homodimérica com dois sitios de ligacdo, um regulatério e
outro ativador (Figura 4). A interagéo entre os dois dimeros desta proteina aumenta a
afinidade da RNA polimerase pela sequéncia do promotor (MADDOCK, 2008). Co-
indutores sao reconhecidos como sendo importantes para a fungdo de LTTRs (do
inglés LysR-type transcriptional regulator) e muitas vezes parecem contribuir para um
circuito fechado de realimentacdo, em que um produto intermediario ou de uma dada
via metabdlica / via de sintese atua como co-indutor necessario para ativagao
transicional ou repressao (CELIS, 1999; KEULEN et al., 2003; VAN PICOSSI et al.,
2007).

Figura 4 - Esquema de regulagéo transcricional do LysR (MADDOCK, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Uma pesquisa foi realizada nestes genomas de outras Burkholderia spp., com
o intuito de se identificar os genes adjacentes a este regulador transcricional. Em
2008, Cintra encontrou uma organizagédo de genes que codificam para as seguintes
enzimas: acil-CoA desidrogenase, acil-CoA transferase/L-carnitina desidratase e uma
permeasse da superfamilia dos facilitadores MFS-1 (do inglés major facilitator
superfamily). Todos estes genes podem estar envolvidos no catabolismo do
propionato, como observado na Figura 5, na qual se compara esta organizagdo com

enzimas que caracterizam a a-oxidacao do propionato.

Operon a-oxidagdo

CH3—CHz—COOQH Propionato
Ativador transcricional LysR @
CHz—CHz2—CO5CoA Propionil
Acil CoA desid
cil CoA desidrogenase CH2=CH?COSCOQ o
\ 4
Carnitina desidratase/ CH3—CHOH — COSCoA Lactil CoA
acil CoA transferase .
CH2—CHOH—COOQH Lactato
Transportador CHa— CC?—COUH Piruvato
U
CH3— COSCoA Acetil CoA
\ /

Figura 5 - Correlagdo entre sequéncia de DNA estudada por Cintra, 2008 e via da a-oxidagdo do propionato.

Recentemente foi publicado o draft do genoma de B. sacchari (ALEXANDRINO
et al, 2015). A partir dos dados acima, o presente trabalho buscou a via da a-oxidagao,
no aspecto molecular, procurando localizar e identificar a presenga do regulador
transcricional tipo LysR e os possiveis genes envolvidos na via da a-oxidagado que
podem estar sob sua regulagdo. Uma vez identificados os genes, foi proposto o
melhoramento genético dessa bactéria para aumento da produgédo do copolimero
P3HB-co-3HV, buscando alcancar a eficiéncia maxima tedrica de conversao de

propionato a 3HV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Comprovar em bases moleculares a presenca dos genes da via da a-oxidagao

do propionato em B. sacchari e avaliar sua funcionalidade.

3.2 Objetivos especificos

Identificar no genoma de B. sacchari, regides possivelmente codificadoras de
um operon envolvido na a-oxidacao, amplificar as regides suspeitas e verificar sua
capacidade e complementar os mutantes prp- afetados na a-oxidacao de propionato,
restituindo sua capacidade de crescer em propionato como Unica fonte de carbono.

Realizar experimentos em frascos agitados nos mutantes complementados
para verificar se, além da capacidade de crescer em propionato, o valor de Ysnv/prop
da linhagem selvagem é restabelecido.

Identificar possiveis regifes-alvo essenciais para a expressdao da via e
desenvolver estratégias para construir cassetes para interromper esta via através da
delecdo de um ou mais genes, gerando assim, um mutante prp- inativado em pontos

especificos de a-oxidacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Meios de Cultura

Todos os meios utilizados neste trabalho foram esterilizados em autoclave a
121 °C, 1 atm por 20 minutos.

O meio Luria-Bertani (LB) & constituido por 10 g de triptona, 5 g de peptona e
5 g de cloreto de sddio para 1L de agua destilada (q.s.p.) (SAMBROOK et al., 1989).

Meio mineral (MM) é constituido por 3,5 g de NazHPO4, 1,5 g KH2PO4, 1,0 g
(NH4)2S04, 1,0 mL de citrato férrico 6%, 1,0 mL de solugdo de (CaCl)2.2H20 1%, 1,0
mL de solugdo de elementos tragos (0,3 g H3sBOs, 0,2 g de CaCl2.6H20, 0,1 g de
ZnS04.7H20, 30,0 mg MnCl2.4H20, 30,0 mg (NaMo0Oa4)2.2H20, 20,0 mg NiCl2.6H20,
10,0 mg CuS04.5H20 em q.s.p. 1L de agua (ROCHA et al., 2008). A fonte de carbono
foi posteriormente adicionada a este meio em concentracéo final de 1-10 g/L,
conforme necessidade.

Os antibidticos utilizados foram adicionados aos meios de cultura apés

esterilizacdo de acordo com as concentragdes indicadas na tabela 2:

Tabela 2 - Antibidticos utilizados nos meios de cultura.

Concentracéo da

Antibidtico solucio-mae Concentracéo final
Carbenicilina (Carb) 200 mg/mL (em H20) 200 pg/mL
Canamicina (Kan) 50 mg/mL (em H20) 50 pg/mL
Cloranfenicol (Cm) 25 mg/mL (em etanol) 25 pg/mL
Espectinomicina (Spec) 50 mg/mL (em H20) 50 pg/mL

4.2 Micro-organismos e plasmideos

Os micro-organismos e plasmideos utilizados no presente trabalho estdo

descritos na Tabela 3.



Tabela 3 - Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados no presente trabalho.

Linhagem

Caracteristicas
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Origem

Burkholderia sacchari LFM 101
Burkholderia sacchari LFM 177
Burkholderia sacchari LFM 183
Burkholderia sacchari LFM 186
Burkholderia sacchari LFM 191

Burkholderia sacchari LFM 198

Escherichia coli S17-1 Apir

Escherichia coli DH10B

Rasltonia eutropha H16

pBBR1 MCS-2

pBBR1 MCS-2::ACL1

pBBR1 MCS-2::ACL2

pBBR1 MCS-2:: ACL3

pBBR1 MCS-2:: ACL4

pNPTS138

pNPTS138:: a-oxdel
pEX18Ap
pEX18Ap:: a-oxdel
pCas9

pTargetF

pTargetF::gDNA

pKNOCK

Sac+, PHA+, prp+, KanS, AmpS, TcS

Sac+, PHA+, prp-, lac-, pir-, Kan®, AmpS, Tc®
Sac+, PHA+, prp-, lac-, pir-, Kan®, AmpS, Tc®
Sac+, PHA+, prp-, lac-, pir-, Kan®, AmpS, Tc®
Sac+, PHA+, prp-, lac-, pir-, Kan®, AmpS, Tc®
Sac+, PHA+, prp-, lac-, pir-, Kan®, AmpS, Tc®

PHA-, Tc®, gene recA, genes tra do plasmideo
RP4 integrado ao DNA genémico

Linhagem usada para propagacgéo plasmidial

Linhagem selvagem produtora de PHAscL

Plasmideo 5228 pb, KanR, LacZa, MCS, Mob

Plasmideo 6302 pb, KanR, LacZa, MCS, Mob
abrigando o gene lysR

Plasmideo 8089 pb, KanR, LacZa, MCS, Mob
abrigando os genes de lysR e acil CoA
desidrogenase

Plasmideo 9428pb Kb, KanR, LacZa, MCS,
Mob abrigando os genes de lysR, acil CoA
desidrogenase e CoA transferase

Plasmideo 10774 pb, KanR, LacZa, MCS, Mob
abrigando os genes de lysR, acil CoA
desidrogenase, CoA transferase e
transportador

Plasmideo 5361 pb, KanR, oriT+ sacB+

Plasmideo 6144 pb, KanR, oriT+ sacB+
Plasmideo 5842 pb, AmpR; oriT+ sacB+
Plasmideo 6625 pb, AmpR; oriT+ sacB+
Plasmideo 9326pb, CamR, ori p15A
Plasmideo 2118 pb, SpecR , ori pMB1

Plasmideo 2356 pb, Spec®R , ori pMB1

Plasmideo 2098 pb, KanR, oriT_RP4

GOMEZ et al, 1996
SILVA et al., 2000
SILVA et al., 2000
SILVA et al, 2000
SILVA et al, 2000

SILVA et al., 2000

SIMON et al., 1983

DURFEE et al.,
2008

(DAVIS, 1969)
YABUUCHI et
al. 1996

KOVACH et al.,
1995

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

DICKON ALLEY,
M.R.K., trabalho ndo
publicado.

Este trabalho
HOANG et al., 1998
Este trabalho

JIANG et al, 2013
JIANG et al, 2015

Este trabalho

ALEXEYEV, M.F.,
1999
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4.3 Pesquisain silico dos genes envolvidos na via da a-oxidagéo e de
outras vias envolvidas no catabolismo propionato em B. sacchari.

O draft do genoma de B. sacchari foi recentemente publicado (ALEXANDRINO
et al., 2015). As pesquisas e anotacbes feitas neste genoma nesta dissertacédo
empregaram o software de analise e anotagbes de sequéncias de DNA denominado
RAST (AZIZ, 2008). Possiveis open reading frames (ORFs) foram analisadas no
software on-line SoftBerry (SOFTBERRY, 2015). E analises para desenho de
iniciadores foram realizados no SnapGene software (GSL Biotech; disponivel

em snapgene.com).

4.4 Pesquisain silico dos genes envolvidos a-oxida¢cao do propionato
em Ralstonia eutropha H16.

Ralstonia eutropha é um organismo modelo na produgéao de PHA, ela também
€ capaz de produzir P3HB-co-3HV a partir de glicose e propionato (GUOCHENG,
2001). E assim como em B. sacchari ja teve a via do 2MCC descrita (BRAMER;
STEINBUCHEL, 2001), o que pode ser um indicio de que essas bactérias possuem
metabolismo semelhante no consumo de propionato.

As possiveis sequéncias identificadas como genes atuantes na via da a-
oxidacdo em B. sacchari foram utilizadas para pesquisa no genoma de R. eutropha
H16 (POHLMANN, et al. 2006), que comparou sequéncias de nucleotideos (BlastX)

no banco de dados GenBank.

4.5 Testes fenotipicos dos mutantes UV.

Os mutantes UV (SILVA,1996) foram reativados e inoculados em MM
acrescidos com fontes de carbono intermediarios da a-oxidagao (lactato, piruvato e
acetato), propionato e sacarose, com concentracao final de 1 g/L, com o objetivo de
confirmar o fendétipo.

As placas inoculadas foram incubadas a 30°C por até 7 dias.

4.6 Clonagem de genes da via da a-oxidagao para complementacao
dos mutantes UV.


http://www.snapgene.com/
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Os iniciadores que flanqueiam os genes presentes do operon identificado
foram desenhados no programa SnapGene Viewer e suas sequéncias estao descritas
na tabela 4. Eles tém como objetivo de amplificar o operon, assim como partes deste
separadamente com o intuito de testar as possiveis complementagdo nos mutantes

UV, restituindo o fenétipo selvagem.

Tabela 4 - Iniciadores para amplificagdo dos genes da a-oxidagéo

Nome dos a Enzimade
iniciadores SEELEER restricao

FW _lysR ATTACTGGTACCACGATCAGGTGAGCGCGTGA Kpnl
RV_lysR ATCACTACTAGTTGTCTCCAGGGTTTGTTCGG Spel
FW_prop. CoA ATCTTCGGTACCTTTCGGTGTCTCCGTGTGCC Kpnl
RV_prop. CoA GATAACTCTAGATTGCTCGAGTCTCACTGTGC Xbal
FW_transp/carnitihna TGTTCAGGTACCCGCACAGTGAGACTCGAGCA Knpl
RV_transp/carnitina TATACCCCCGGGCGTGGTGATGCTCGTCATGT Smal
FW _transportador CATATCGGTACCCGAAGCATCAATACGCATAA Knpl
RV_transportador GATATCTCTAGATTCGCACTCACACTGAGCGA Xbal

O DNA foi amplificado através da reagcao em cadeia da polimerase (PCR) para
posterior clonagem com a enzima PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TAKARA Bio Inc,
Japan). Para verificar os fragmentos de DNA de interesse foi realizada uma corrida
de eletroforese em gel de agarose 1% a 90V por 50 minutos em tampao TAE, com
uma aliquota deste produto de PCR.

Apos confirmacédo da amplificacédo dos fragmentos, o produto de PCR foi
purificado. Utilizou-se para isso, o kit de purificagao Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Apos purificacao, estes fragmentos
digeridos juntamente com o plasmideo de clonagem pBBR1 MCS-2 (KOVACH et al.,
1995), foram extraidos da E. coli DH10B (Durfee et al., 2008) com o kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, Wisconsin, USA). As
enzimas utilizadas nesta digestdo foram EcoRIl, Apall e Sall FastDigest™
(Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, USA), a reagao foi montada seguindo
instru¢des do fabricante e incubada a 37 °C por 3 horas. Apos a digestao, o plasmideo

e fragmentos de DNA foram novamente purificados, e em seguida foi montada uma
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reacao de ligacdo com a T4DNA ligase (New England BioLabs ®Inc, Ipswich,
Massachusetts, EUA) seguindo a instrugao do fabricante.

Os plasmideos construidos foram transferidos, para estocagem, para E. coli
DH10B (DURFEE et al., 2008) eletricamente competentes por sucessivas lavagens
com agua e glicerol. O choque elétrico foi realizado utilizando o equipamento Gene
Pulser Xcell™ Electroporation Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califérnia,
USA). As células transformantes foram recuperadas em meio LB e mantidas em
agitador rotativo a 37 °C, por 1 hora. Apds esse periodo, o cultivo foi semeado em
placas de LB com o antibiético canamicina na concentragao adequada.

Ap6s o crescimento bacteriano dos transformantes de E. coli DH10B, o
plasmideo foi extraido da bactéria com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System. Os plasmideos construidos foram inseridos, por transformacao,
aos LFM 177, LFM 186 e LFM 198 eletricamente competentes. O choque elétrico foi
realizado utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems. As
células foram recuperadas em meio LB e mantidas em agitador rotativo a 30 °C, por
2 horas. Apos esse periodo, o cultivo foi semeado em placas de LB com o antibidtico

canamicina na concentragcao adequada.

4.7 Testes fenotipicos dos mutantes UV e mutantes UV
transformados.

Os mutantes transformados foram inoculados em MM acrescidos com fontes
de carbono intermediarios da a-oxidagao (lactato, piruvato e acetato), propionato e
sacarose, com concentracao final de 1 g/L e com a concentragdo adequada de
canamicina, para verificagao do fenétipo pds-transformacao.

As placas inoculadas foram incubadas a 30°C por até 7 dias.

4.8 Ensaios em frascos agitados de acumulo de PHA com mutantes
UV complementados em agitador rotativo

As linhagens LFM 101 e LFM 177 abrigando o plasmideo pBBR1 MCS-2,
utilizadas como controles e a linhagem LFM 177 abrigando o plasmideo pBBR1 MCS-
2::ACL4 foram cultivadas em LB sdlido acrescido de canamicina a 30 °C, 3 colbnias

deste cultivo foram inoculadas em LB liquido com o intuito de se obter um pré-inéculo


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=623&q=new+england+biolabs+inc.+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHZQROBFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwibveDTzYnTAhVIgpAKHZ0FA9cQmxMIhgEoATAQ
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=623&q=new+england+biolabs+inc.+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKvyMoyV-IEsQ1zzQsqtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAHZQROBFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwibveDTzYnTAhVIgpAKHZ0FA9cQmxMIhgEoATAQ
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do ensaio, que foi incubado a 30 °C sob 150 rpm de agitacdo durante o periodo de
uma noite. O pré-indculo foi acrescentado ao MM liquido (ROCHA et al., 2008), a uma
razao de 10% do volume final, com excesso de fonte de carbono, glicose 10 g/L e
limitacdo de nitrogénio, 1 g/L. Este cultivo foi incubado a 30 °C, sob 150 rpm de
agitacao durante 24 horas. Apds este periodo, foi adicionado o propionato como co-
substrato, com a concentracéao final no cultivo de 1 g/L. Apds adi¢gao do co-subtrato,
o cultivo foi incubado novamente a 30 °C sob 150 rpm de agitagcdo por mais 48 horas.
Foram tomadas amostras, em duplicata analitica, nos tempos de 0, 24 e 72 horas
para determinagdo de massa seca celular (MCS), concentragdo de glicose e
propionato, pH do meio de cultura e quantidade e composi¢ao dos PHA produzidos.
Este ensaio foi realizado com base no protocolo descrito por Mendonga (2014) (Figura
6).

GLICOSE (10g/L)
+ INOCULO LB (10%)

LB
30°C/ 48h

—————
‘

30°C 150rpm/24h

MMG

30°C 150rpm/24h

CO-SUBSTRATO
-10g/L

30°C 150rpm/48h

Figura 6 - Esquema geral do cultivo para acumulo em meio mineral com glicose e co-substrato (Mendoncga, 2014).

Um segundo ensaio foi realizado, alterando-se somente as concentragdes de
glicose de 10 g/L para 15 g/L e de propionato de 1 g/L para 2 g/L. As outras condi¢des

de agitagéo e temperatura foram todas iguais.

4.9 Metodologias analiticas

4.9.1 Determinagao de biomassa

A massa seca celular (MSC) foi obtida a partir de uma amostra de 5 mL do

cultivo que foi centrifugada a 5000 rpm, por 20 minutos a 4 °C. As células foram
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lavadas com solucao salina 0,85% (m/v) e, posteriormente, liofilizadas para retirada

de agua. A massa obtida foi mensurada gravimetricamente.

4.9.2 Teor de P3HB e 3HV
A MSC obtida foi submetida a propandlise (RIIS; MAI, 1988). Entre 10 a 20 mg

de células liofilizadas foram transferidas para tubos de vidro aos quais foram
adicionados 2 mL de solu¢do de acido cloridrico e propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2-
dicloroetano e 100 pL de solugao de acido benzdico (40 g/L) em propanol. Os tubos
foram hermeticamente fechados, agitados e colocados em banho quente a 100 °C por
3 horas, com agitagdes. Passado este tempo, os tubos foram resfriados e
adicionaram-se 4 mL de agua destilada, sendo agitados vigorosamente por 30
segundos. Apds a separacao das fases, a fase aquosa foi descartada, posteriormente
adicionando-se sulfato de sédio anidro para retirada do restante da fase aquosa. E
quando houve a separagdo completa das fases, a fase organica foi utilizada para
analise.

Os propil-ésteres obtidos foram analisados por cromatografia gasosa em
cromatégrafo HP7890A Series GC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos da América), equipado com coluna HP-1 (100 % dimethylolysiloxane,
comprimento 30 m, didmetro 320 mm e espessura do filme 0,25 ym). A analise foi
conduzida nas seguintes condicbes: gas de arraste - Nitrogénio (0,6 mL/min);
temperatura do injetor - 250 °C; temperatura do detector - 300 °C; sistema de
deteccao - ionizacdo de chama (FID); programa de temperaturas do forno - 100 °C
por 3 minutos, elevagao da temperatura até 180 °C mantida por 5 minutos e, elevacao
da temperatura até 240 °C (6 °C/min), mantida por 1 minuto.

O acido benzdico foi utilizado como padrao interno. P3HB e P3HB-co-3HV
(Aldrich Chem. CO) foram utilizados como padrdes para geragcao de curvas de

padrao.

4.10 Sistema de dele¢cdo com plasmideos suicidas.

O sistema de delecao utilizando plasmideos suicidas consiste no uso de
plasmideos que ndo possuem origem de replicacdo para a bactéria que possui as

regides génicas a serem inativadas. Desta maneira, estes precisam se integrar no
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genoma para se manterem dentro da célula (SCHWEIZER, 2008). Para se promover
a inativagao, eles devem carregar cassetes de delecao, contendo fragmentos de DNA
cujas sequéncias sejam similares as sequéncias de DNA presentes na regido-alvo do
genoma, favorecendo a ocorréncia de uma recombinagcdo homodloga entre o DNA
gendmico e o cassete no plasmideo, resultando na substituicdo da regido original pelo
cassete de delecdo. Esses cassetes podem conter sequéncias que flanqueiam a
regiao que se tem interesse em deletar ou regides que estdo no meio do gene que se
deseja interromper, para que possam fazer uma recombinagdo homoéloga com o DNA
gendmico. Quando existem duas regides de homologia (bragos homodlogos) no
plasmideo ocorrem 2 eventos de recombinacgao para obtengcdo o mutante (Figura 7)
e, quando se possui uma regido de homologia, apenas um evento de recombinagéo
ocorre (Figura 8) (SUNG et al, 2009).

A B
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> genome
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i Homologous recombination

A B cs marker A B
— -.ﬂ—rd—_‘ = A
| ori Ab |
]
- L I
1 [
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; s 2 ¥
A B
wild-type ———

deletion mutant

Figura 7 - Recombinag¢do homdloga com plasmideo suicida contendo duas regiées similaridade no genoma (regiéo A e B) com
dois eventos de recombinagdo (Sung et al, 2009).
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Figura 8 - Recombinagéo homdloga com plasmideo suicida contendo uma regido de similaridade no genoma, com um evento
de recombinagdo (ALEXEYEV, 1999).

Trés plasmideos suicidas foram testados para delecdo de genes por
recombinacdo homadloga, com o intuito de se construir uma cepa mais promissora na
producao de P3HB-co-3HV. Os plasmideos utilizados foram: pNPTS138, pEX18Ap e
pKNOCK (tabela 3).

4.10.1 Construcéo de estruturas para delecao utilizando pNPTS138 e pEX18AP

O cassete de delecao construido para o pNPTS138 foi o0 mesmo que foi
inserido no pEX18Ap. Este cassete se caracterizou por conter duas regides de
homologia com o DNA gendmico, desta maneira eram esperados dois eventos de
recombinacdo. A deteccdo da segunda recombinagao € possivel de ser realizada
porque estes plasmideos contém um gene sacB, utilizado para uma contra selegéo,
este gene resulta na produgédo de levansucrase, uma enzima que na presenga de
sacarose ira formar polimeros ramificados de derivados de frutose, 0 acumulo deste
polimero no espago periplasmatico de E. coli, resulta em toxicidade mortal para célula
(YANO et al., 2005). Estudos mostram que esta agdo téxica também ocorre em
diversas bactérias, tanto em Gram negativas quanto em Gram positivas (DENIS-
LAROSE et al, 1998; JAGER et al, 1995). Assim, o uso deste gene para contra

selecao ira selecionar clones que perderam espontaneamente o plasmideo integrado
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no genoma apos o segundo evento de recombinagao, sobrevivendo, assim, ao cultivo
em meio contendo este substrato.

O cassete aqui utilizado foi construido a partir da amplificagdo das regides
chamadas de lysR del e acilCoA del, ilustrados na Figura 9. A escolha dessas regides
foi feita, porque elas flanqueiam as regides nas quais estdo os promotores e inicio
dos genes acil CoA desidrogenase e regulador transcricional lysR. Regides estas que
devem sair do genoma apdés a recombinagdo homologa, impedindo a transcricdo do

possivel operon. Os iniciadores utilizados estao descritos na tabela 5.

35 (39

25,0007 26,0001 27,0007 28,0001 29,0001 30,000

-_"“ [ propionil CoA desidrogenase > lactil CoA transferase transportador de membrana
-10 -10
]

acil CoA del

Figura 9 - Regides amplificadas para construgdo de cassete de delecdo do pNPTS138 e pEX18Ap.

Tabela 5 - Iniciadores desenhados para construgao do cassete de delegéo.

Enzima Tamanho
Sequéncia de do
restricdo  fragmento

FW _lysR del TAATAGGAATTCTAAGGATTGCTTGCCAACGGCCG EcoRI

Nome do
iniciador

387 Kb
RV lysRdel TAGTAAGGGCCCTGAGCTGCAGCGTTTGCATATCG  Apal
SZY_aC" COA  GCATCTGGGCCCTAGACTTCGACACGCTCTACCAG  Apal
RV_acil CoA 396 Kb
R CGTTGAGTCGACTAGCGGCCATCTGATGAAAACCG  Sall

Para o plasmideo suicida pKNOCK foi utilizada apenas uma regido de
homologia (Figura 10) localizada no meio do gene acil CoA desidrogenase, primeiro
gene a ser transcrito no possivel operon. Assim esperava-se que deveria ocorrer
apenas um evento de recombinagao para interromper o gene em questéo, que é o
primeiro gene a ser transcrito no operon, a interrupgdo deste gene impediria a
transcricdo de todos os outros genes seguintes presentes no operon. Os iniciadores
utilizados para amplificagéo deste fragmento estao na tabela 6.
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Figura 10 - RegiGo amplificada para construgdo do cassete de delecdo do pKNOCK

Tabela 6 - Iniciadores desenhados para construgcdo do cassete de delegdo do pKNOCK

Enzima Tamanho

Nome do .
S Sequéncia de do
iniciador -
restricdo fragmento
P3 TTCCCGACTAGTGCGGCATCAACTTCTTCACG Beul
_ 879 Kb
SZI— ACllCOA. -G TTGAGTCGACTAGCGGCCATCTGATGAAAACCG Sall

Para construgao do cassete de delegdo com os bragos de homologia utilizados
nos plasmideos pNPST138 e pEX18Ap, os fragmentos de similaridade ao gene foram
amplificados através da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para posterior
clonagem com a mistura GoTag® Green Master Mix ((M712) Promega, Madison,
Wisconsin, USA), que contém Taq DNA polimerase, dNTPs e MgCl2 e tampao. Para
verificar o sucesso na obtengdo dos fragmentos de DNA de interesse, foram
realizadas corridas de eletroforese em gel de agarose 1% a 90V por 50 minutos em
tampao TAE (Tris(hydroxymethyl)aminomethane 0,04M, acido acético 1M, EDTA
dissédico (acido etilenodiamino tetracético) 50mM pH-8), com uma aliquota deste
produto de PCR.

Apos confirmagédo da amplificacdo dos fragmentos desejados, o produto de
PCR foi purificado com kit de purificacado Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.
O plasmideo de clonagem foi extraido de E. coli DH10B com o kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System. Plasmideo e fragmentos amplificados foram
digeridos, separadamente, com as mesmas enzimas de restricdo gerando
extremidades coesivas.

As enzimas utilizadas nesta digestdo foram EcoRlI, Apal e Sall FastDigest™, a
reacao foi montada seguindo instru¢gdées do fabricante e incubada a 37 °C por 30

minutos. Apos a digestdo, o plasmideo e fragmentos de DNA foram novamente
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purificados, e em seguida foi montada uma reacéo de ligagao com a T4 DNA ligase
seguindo a instrugao do fabricante. O plasmideo portando o cassete de delegao foi
chamado de pNPTS138::a-oxdel.

O plasmideo pNPTS138::a-oxdel foi inserido, por transformacao, em E. coli
DH10B (DURFEE et al., 2008) e em E. coli S17-1 (SIMON et al, 1983) eletricamente
competentes por lavagens com glicerol. O choque elétrico foi realizado utilizando o
equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems. As células foram
recuperadas em meio LB e mantido em agitador rotativo a 37°C, por 1 hora. Apds
esse periodo, o cultivo foi semeado em placas de LB com o antibiético canamicina na
concentragédo adequada. A construgao foi inserida em E. coli DH10B para estocagem.
A insercdo em E. coli S17-1 visou a posterior transferéncia do plasmideo, por
conjugagao para as células-alvo da delecéo.

Para construgdo do plasmideo suicida pEX18Ap portando o cassete de
delecdo, as células transformadas com o plasmideo pNPTS138:: a-oxdel foram
crescidas em meio LB com o antibiético canamicina na concentracdo adequada a
37°C “overnight” . Apos o crescimento bacteriano, foi feita uma extragao de plasmidial
utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. O plasmideo
extraido foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRl e Sall FastDigest™, a reacéo
foi montada seguindo instrugdes do fabricante e incubada a 37°C por 30 minutos. O
plasmideo pEX18Ap também foi digerido com as mesmas enzimas. O cassete de
delecao foi separado do plasmideo pNPTS138 por eletroforese em gel de agarose
1% a 90V por 50 minutos em tampao TAE. Apds a separagao, o fragmento de DNA
de interesse foi extraido do gel e purificado com o kit de purificagdo Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System, o pEX18Ap digerido também foi purificado. Em seguida,
foi montada uma reacao de ligacao com a T4 DNA ligase seguindo a instrugcao do
fabricante. O novo plasmideo portando o cassete de delecdo foi chamado de
pEX18Ap::a-oxdel. Foram feitos PCR com as coldnias dos clones obtidos para
confirmacéo da ligagdo. Amesma reacao de PCR descrita para confecgao do cassete,
foi realizada neste procedimento.

O plasmideo pEX18Ap::a-oxdel, foi inserido, para estocagem, em E. coli
DH10B (DURFEE et al., 2008) e em E. coli S17-1 (SIMON et al, 1983) eletricamente
competentes por lavagens com glicerol. O choque elétrico foi realizado utilizando o
equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems. As células foram
recuperadas em meio LB e mantido em agitador rotativo a 37 °C, por 1 hora. Apés
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esse periodo, o cultivo foi semeado em placas de LB com o antibiético canamicina na

concentragao adequada.

4.10.2 Construcdo de estruturas para delecao utilizando pKNOCK

Para construcdo do cassete de delecdo do pKNOCK, o fragmento de
similaridade ao gene foi amplificado através da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) para posterior clonagem com a mistura GoTaq® Green Master Mix, que contém
Tag DNA polimerase, dNTPs e MgCI2 e tampao. Para verificar o fragmento de DNA
de interesse foi realizada corrida de eletroforese em gel de agarose 1% a 90V por 50
minutos em tampao TAE (Tris(hidroximetil)Jaminometano 0,04M, acido acético 1M,
EDTA dissddico (acido etilenodiamino tetracético) 50mM pH-8), com uma aliquota
deste produto de PCR.

Apos a confirmacdo do tamanho do produto de PCR, o cassete de delecéo,
juntamente com o plasmideo previamente extraido de E. coli S17-1 (SIMON et al,
1983) com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. Para a digestao
foram utilizadas as enzimas Bcul e Sall FastDigest™, a reagao foi montada seguindo
instrucdes do fabricante e incubada a 37 °C por 30 minutos. O cassete de delecao e
o plasmideo passaram por outra eletroforese em gel de agarose 1% a 90 V por 50
minutos em tampao TAE. Apds a separagdo, o fragmento de DNA de interesse foi
extraido do gel e purificado com o kit de purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System. Em seguida foi montada uma reacao de ligacdo com a T4 DNA ligase
seguindo a instru¢ao do fabricante. O novo plasmideo portando o cassete de delegéo
foi chamado de pKNOCK::Aa-ox.

O plasmideo pKNOCK::Aa-ox foi inserido, para estocagem, em E. coli S17-1
(SIMON et al, 1983) eletricamente competentes por lavagens com glicerol. O choque
elétrico foi realizado utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation
Systems. As células foram recuperadas em meio LB e mantido em agitador rotativo a
37 °C, por 1 hora. Apos esse periodo, o cultivo foi semeado em placas de LB com o
antibiético canamicina na concentracdo adequada

A Figura 11 ilustra o esquema dos 3 plasmideos suicidas construidos portando

seus respectivos cassetes de delecao.
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PEX18Ap::a-oxdel pNPTS38::a-oxdel PKNOCK::Aa-0x

Figura 11 - Plasmideos suicidas construidos para delegdo sitio dirigida.

4.10.3 Experimentos para testar a obtencdo de mutantes por insercéo de
pNTPS138::a-oxdel por de eletrotransformacéo.

Uma aliquota do plasmideo, extraido com o kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System de E. coli DH10B (DURFEE et al., 2008), foi transferida para
células de B. sacchari, por choque elétrico utilizando o equipamento Gene Pulser
Xcell™ Electroporation Systems. Estas células foram rapidamente recuperadas em
1mL de LB liquido em foram mantidas em agitador rotativo a 30°C por 2 horas. Apds
esse periodo, o cultivo foi semeado em LB sélido com o antibiético canamicina na

concentracdo adequada.
4.10.4 Insercdo do plasmideo suicida pNTPS138::a-oxdel por conjugacao.
Células de B. sacchari e E. coli S17-1 pNPTS138::a-oxdel foram crescidas por

18 horas com meio LB, quando necessario acrescido de antibiético adequado para o

experimento de conjugacéo ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 - Esquema do experimento de conjugacéo para a obtencdo de um mutante sitio dirigido de B. sacchari.

4.10.5 Insercdo do plasmideo suicida pEX18Ap::a-oxdel por eletrotransformacéo.

Uma aliquota de 1 uL de plasmideo pEX18Ap:.a-oxdel , extraido com o kit
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System da E. coli DH10B (DURFEE et
al., 2008), foi transferida para células de B. sacchari, por choque elétrico. Estas
células foram rapidamente recuperadas em 1mL de LB liquido em foram mantidas em
agitador rotativo a 30 °C, por 2 hora. Apds esse periodo, o cultivo foi semeado em

meio LB sdélido com o antibiético carbenicilina na concentragcdo adequada.

4.10.6 Insercéo do plasmideo suicida pEX18Ap::a-oxdel por conjugagao.

As linhagens de B. sacchari (selvagem) e E. coli S17-1 pEX18Ap::a-oxdel
foram reativadas no dia anterior em meio LB liquido, quando necessario, com o
antibidtico carbenicilina em concentracdo adequada. Uma aliquota de 30 pL do
crescimento de E. coli S17-1 pEX18Ap::a-oxdel foi gotejada no meio sdlido LB.
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Enquanto a placa de LB ficou incubada para absorver o liquido, a cultura de B.
sacchari foi incubada a 42 °C por 2 horas. Apos este periodo, uma aliquota de 30 uL
foi gotejada sobre o indculo de E. coli S17-1 pEX18Ap::a-oxdel. Aliquotas de controle
também foram inoculadas na mesma placa. O esquema da placa esta ilustrado na

Figura 13. Esta placa foi incubada a 30 °C por uma noite.

- -

Conirole E. coli 517 pEX18;:c-oocdel Conirole B. saccari

Figura 13 - Esquema de conjugag¢do na placa de LB.

Com uma alga microbioldgica, uma aliquota crescimento da conjugagao foi
coletada e suspensa em 400uL de LB liquido e agitada por 5 segundos em agitador
de tubos. Esta suspensao ficou incubada por 2 horas em agitador rotativo a 30 °C.
Posteriormente, esta suspensao foi inoculada em MM acrescido de glicose 1 g/L com
o antibiético carbenicilina, em concentracdo adequada. Neste meio, apenas células
de B. sacchari que sofreram a recombinacdo com o plasmideo devem crescer. As
placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias.

As colbdnias crescidas neste meio foram novamente transferidas para meio MM
acrescido de glicose 1 g/L, para a eliminagao da E. coli S17-1 pEX18Ap::a-oxdel. Apos
o crescimento neste meio, as colbnias foram inoculadas em LB no periodo de 18
horas, para o segundo evento de recombinacéo. Apds este periodo foi inoculado uma
aliquota deste crescimento em placas de LB contendo 20% de sacarose para contra

selegdo das bactérias que passaram pelo segundo evento de recombinagéo.

4.10.7 Insercdo do plasmideo suicida pKNOCK::Aa-ox por conjugacao.

As linhagens de B. sacchari (selvagem) e E. coli S17-1 pKNOCK::Aa-ox foram
reativadas no dia anterior em meio LB liquido, quando necessario, com o antibidtico
canamicina em concentragao adequada. Uma aliquota de 30 pL do crescimento de

E. coli S17- pKNOCK::Aa-ox foi gotejada no meio solido LB. Enquanto a placa de LB
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ficou incubada para absorver o liquido, a cultura de B. sacchari foi incubada a 42 °C
por 2 horas. Apos este periodo, uma aliquota de 30 pL foi gotejada sobre o inéculo de
E. coli S17-1 pKNOCK::Aa-ox. Aliquotas de controle também foram inoculadas na
mesma placa. O esquema da placa esta ilustrado na Figura 13. Esta placa foi
incubada a 30 °C por uma noite.

Com uma alga microbioldgica, uma aliquota crescimento da conjugacao foi
coletada e suspensa em 400uL de LB liquido e agitada por 5 segundos em agitador
de tubos. Esta suspensao ficou incubada por 2 horas em agitador rotativo a 30 °C.
Posteriormente, foi inoculada em MM acrescido de glicose 1 g/L com o antibiético
carbenicilina, em concentracdo adequada. Neste meio, apenas células de B. sacchari
que sofreram a recombinacido com o plasmideo devem crescer. As placas foram

incubadas a 30 °C por 2 dias.

4.11 Testes do sistema de delecdo CRISPR.

O CRISPR consiste em um sistema imune que integra pequenos fragmentos
de DNA exdégeno em repeticoes palindrdmicas curtas agrupadas regularmente
intercaladas, do inglés, clustered regularly interspaced short palindromic repeat
(CRISPR). Estes loci sao transcritos em pequenos RNAs (RNA guia) que reconhecem
sequéncias cognatas em DNA exdgeno (plasmideos e virus) quando estes estdo em
meio intracelular. Quando este evento de reconhecimento acontece, o acido nucleico
sinalizado pelo RNA guia é clivado por endocluceases denominadas Cas (do inglés,
CRISPR associated protein) (HAURWITZ et al, 2010; JINEK et al, 2012).

O sistema de delecdo CRISPR-Cas consiste na utilizacdo dessas nucleases
do sistema imune de procariotos para reconhecer sequéncias especificas, de
aproximadamente 20 nucleotideos, adjacentes a uma regido PAM, do inglés
protospacer adjacent motif (PAM), no DNA genémico da bactéria marcadas por RNA
guias (JIANG et al, 2013). A endonuclease Cas9 (do inglés, CRISPR associated
protein 9) utilizada neste sistema vem do Streptococcus pyogenes, que reconhece
nucleotideos sinalizados por RNA guias estdo adjacentes a 5-NGG, a sequéncia
PAM. Quando a Cas9 reconhece a regidao NGG ela cliva o DNA e, se nao houver
reparo apos o corte esta célula deve morrer. Neste momento, se houver disponivel
um DNA molde, com a regiao NGG mutada ou ausente, as chances de ocorrer uma

recombinacdo homologa sao muito altas. Uma vez que esta recombinagdo ocorra
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entre o DNA gendémico e o DNA molde n&o ocorre mais o reconhecido pelo RNA guia
pela regido do DNA genémico, desta maneira a Cas9 nao tem sinalizagao para clivar
o DNA.

Assim, bragos de homologia que flanqueiam a regido em que se deseja fazer
a delegao, devem ser construidos para que sirvam de molde para o DNA clivado
utilizar para o seu reparo. Estes bragos devem ser construidos proximos as zonas de
corte, porém nao devem conter a regido NGG (JIANG et al, 2013).

Para construcdo destes bragos foram desenhados iniciadores (tabela 7) que
amplificassem fragmentos de DNA gendmico que flanqueiam as sequéncias de 20
nucleotideos ao lado de uma NGG (gDNA) que servira de molde para o RNA guia

RNA guia escolhidas como alvo para enzima Cas9.

=35) (=38

25,0001 26,0001 27,0007 28,0001 29,0007 30,00

-_ I propionil CoA desidrogenase P lactil CoA transferase

-10 -10

Brago 1 ] I Brago 2 |
PAM PAM

Figura 14 - Bragos de homologia construidos logo apds as regides de corte (PAM) para o sistema de dele¢éo CRISPR-Cas.

Os fragmentos de similaridade ao genoma foram amplificados através da
reacao em cadeia da polimerase (PCR) para posterior clonagem com a mistura
GoTag® Green Master Mix, que contém Taqg DNA polimerase, dNTPs e MgCl2 e
tampao. Para verificar o fragmento de DNA de interesse foram realizadas corridas de
eletroforese em gel de agarose 1% a 90V por 50 minutos em tampéao TAE (tris-base
0,04M, acido acético 1M, EDTA 50mM pH-8), com uma aliquota deste produto de
PCR. Os fragmentos foram purificados com kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Apdés a purificagdo ambos fragmentos foram digeridos com a
enzima Bcul FastDigest™, a reagao foi montada seguindo instrugdes do fabricante e
incubada a 37 °C por 30 minutos. Apds a digestao, o fragmento de DNA de interesse
foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System e em seguida foi
montada uma reacao de ligagdo com a T4 DNA ligase seguindo a instrugdo do

fabricante.
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Apos a ligacao, os bragos de homologia foram amplificados com os primers P1
e Acil CoA del RV (indicados na Tabela 7) através da reagao em cadeia da polimerase
(PCR) para posterior clonagem com a mistura GoTaq® Green Master Mix, que contém
Taq DNA polimerase, dNTPs e MgClz e tamp&o. Para verificar os fragmentos de DNA

de interesse foram realizadas corridas de eletroforese em gel de agarose 1%.

Tabela 7 - Iniciadores que amplificam os bracos de DNA homdélogos aos DNA genémico

Nome do A Enzimade Tamanho do
S Sequéncia .
iniciador Restricao fragmento
P1 Xbal GCGGTCTCTAGATGCGAAGCCTTGCACGATG Xbal
760 Kb
P2 Bcul ACATCCACTAGTTCGAAGAGCAACTGGGCGTG Bcul
P3 Bcul TTCCCGACTAGTGCGGCATCAACTTCTTCACG Bcul
RV_ Acil CoA 879 Kb
-~ d2| 0% CGTTGAGTCGACTAGCGGCCATCTGATGAAAACCG sall

Os DNA guias (gDNA), que foram utilizados para transcricdo do RNA guia neste
experimento foram sintetizados juntamente com os RNA scaffold (que contém a
regiao do gDNA para o anneling e o scaffold para reconhecimento da Cas9) (Figura
15), pela empresa GENONE. As sequéncias de gDNA estdo descritas na tabela na
tabela 8.

Tabela 8 - Sequéncias dos gDNA

gDNA Sequéncia
Guia 1 CCAGTTGCTCTTCGAACTTG
Guia 2 GCCAATATTCCCGATAGCCG

2000 2050 2100 2150

gRNA scaffold > [ guide2 ] gRNA scaffold >

Figura 15 - Sequencias de gDNA e scaffold sintetizadas.

Ap0s a sintese eles foram inseridos no plasmideo pTargetF amplificando-se o
fragmento contendo os gDNA e scaffolds através da reagdo em cadeia da polimerase

(PCR), os iniciadores utilizados nesta amplificagdo estao descritos na tabela 9.
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Tabela 9 - Iniciadores utilizados para amplificagdo dos gDNA com scaffolds.

Enzimas de Tamanho do

gDNA e e Restricdo fragmento
Guial- A AGGGACTAGTCCAGTTGCTCTTCGAACTTG Beul
FW 212 pb
Guia 2 - RV CGGCGGGAATTCAAAAAAAGCA EcoRl

A clonagem foi realizada, com a mistura GoTaq® Green Master Mix, que
contém Taq DNA polimerase, dNTPs e MgCl2 e tampéao. Para verificar os fragmentos
de DNA de interesse foram realizadas corridas de eletroforese em gel de agarose 1%
a 90V por 50 minutos em tampéo TAE (tris-base 0,04M, acido acético 1M, EDTA
50mM pH-8), com uma aliquota deste produto de PCR. Os fragmentos foram
purificados com kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). Apds a purificagdo o produto de PCR e pTargetF foram digeridos
com as enzimas EcoRl e Bcul FastDigest™, a reacdo foi montada seguindo
instru¢cdes do fabricante e incubada a 37 °C por 30 minutos. Apos a digestao, o
fragmento de DNA de interesse foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System e em seguida foi montada uma reacao de ligacédo com a T4 ligase
seguindo a instrugao do fabricante.

O plasmideo resultante foi chamado de pTargetF::gDNA, este foi inserido, para
estocagem, em E. coliDH10B (DURFEE et al., 2008), eletricamente competentes por
lavagens com glicerol. O choque elétrico foi realizado utilizando o equipamento Gene
Pulser Xcell™ Electroporation Systems. As células foram recuperadas em meio LB e
mantido em agitador rotativo a 37°C, por 1 hora. Apds esse periodo, o cultivo foi
inoculado em placas de LB com o antibidtico espectinomicina na concentragao

adequada.

4.11.1 Testes para obtencdo de mutantes empregando o sistema CRISPR-Cas9.

O plasmideo pCas9, contendo gene codificador da enzima Cas9, foi inserido
em B. sacchari eletricamente competentes por lavagens com glicerol. O choque
elétrico foi realizado utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation

Systems. As células foram recuperadas em meio LB e mantido em agitador rotativo a
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30°C, por 2 horas. Apos esse periodo, o cultivo foi semeado em placas de LB com o
antibiético cloranfenicol na concentragado adequada e incubada a 30°C por 48 horas.

Apos a transformacgao essas células contendo os plasmideos foram cultivadas
a 37°C e quando atingiram a densidade o6tica de 0,5, foram lavadas com glicerol. Estas
células receberam os bracos de similaridade (DNA doador) e o segundo plasmideo
pTargetF::gDNA (Figura 8) via choque elétrico, com o auxilio do equipamento Gene
Pulser Xcell™ Electroporation Systems. Experimento semelhante esta ilustrado na
Figura 16.

Apods o choque elétrico estas células foram rapidamente recuperadas em 1mL
de LB liquido em foram mantidas em agitador rotativo a 37 °C, por 3 horas. Neste
momento, espera-se 0 gDNA sintetizado juntamente com o RNA scaffold, seja
transcrito e 0 RNA resultante sinalize o local de clivagem no DNA para a Cas9. Apos
esse periodo de recuperagao, o cultivo foi semeado em meio LB sélido com o
antibidtico cloranfenicol e espectinomicina nas concentragdes adequadas e

posteriormente incubadas até 7 dias.

Oligo

N ¥

Electroporation

HMEG3 pCas9 o E__ .

Figura 16 - Esquema do experimento para obtengdo de mutantes CRISPR-Cas no qual a sequéncia alvo de gDNA inserida no
plasmideo pCRISPR e os DNA molde para recombinagdo sdo inseridos na bactéria que ja contém o gene Cas9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pesquisain silico da presenca dos possiveis genes da via da a-
oxidacao e outras vias do catabolismo de propionato em B. sacchari

Essa pesquisa foi realizada utilizando os dados do draft do genoma de B.
sacchari, recém-publicado que foi representado em por 121 contigs com um
comprimento total de 7.265.069 pb (profundidade de cobertura, 49 x) e um teor de G
+ C de 64,03%. O tamanho médio dos contigs é 60.042 pb, e o N50 € 208.943 pb. O
software RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) identificou 6 741
ORF, entre as quais havia genes relacionados com o catabolismo dos carboidratos,
catabolismo de acidos graxos, metabolismo de PHA. Nenhum gene relacionado a
patogénese foi encontrado em B. sacchari. Somente um gene associado com
resisténcia a antibioticos foi encontrado e associado com resisténcia a bacitracina
(ALEXANDRINO et al, 2015).

A busca realizada no genoma com auxilio do software RAST identificou no
contig 19 uma regido com similaridade a sequéncia do regulador transcricional lysR.
A sequéncia de nucleotideos utilizadas para esta busca esta representada na Figura
17. De acordo com as anotagdes e posi¢cao das ORF encontradas a montante do
regulador transcricional lysR, verificou-se que se tratava dos trés genes sugeridos por
Cintra (2008), anotados como codificadores de acil CoA desidrogenase, CoA

desidrogenase/L-carnitina desidratase e transportador de membrana MFS.

tagctgctgeccoggecctgeaccgecagatacoctgegaagecttgeacgatggegteggtttcgoccgtgegtgtgagec
tgagcacctgegattcataaggattgcttgccaacggecggaacaccgegegetegeogeccatgttgocgagegecgeg
ggcacgagcgcegatgeccatgecgaactccaccategtcaccacggtctgecataagegegectogtgacggatctgtgg
actgaagcctgcatccacgcatgtcgegatgatctgatcgtgataatgeggegacaccgagogeggaaacaaaatgaac
ggctcgogogogagegoggogagetcgatgegetigogoecgogogaageggtiggoocgooggcaggoagcacagaaa
tggctcggaaaatagoggcetecgattgcacctcggeaggaaagegeccecagtgcgegaageccagatcgatatgcaaa
cgctgcagegeatggacctgcetcgatggtgttcatctcgegeageacgacctecaccgegggatgatcttcttcgaagegec
ggaccgcctcgggeageccgegatacageategagttgacgaagecgatgegeagoegooccgegageccatgegec
gagcgtgccgegatgogecgeacttegtcggectgticcageageogecgegcttettcgageageacgtagooegegtteg
tgagcgcgacagecttgttggtgegetecageaattgcacgeccagttgetcttcgaacttgeggatgtcgaagcetcagegeg
ggctgcgagatgaagagecgecgtgccgegeggecgaagtgeagticctcggecacggeaacgaaatagegeaattget

tgagttccat

Figura 17 - Sequéncia do regulador transcricional lysR utilizada para pesquisa no genoma de B. sacchari.
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Considerando as posi¢des das ORF encontradas e a posigao do lysR pode-se
identificar os genes adjacentes ao gene codificador do regulaor transcricional. Estes
tiveram suas sequéncias de nucleotideos comparadas (BLASTX) com suas
respectivas sequéncias de aminoacidos no banco de dados GenBank (Anexos A, B,
C e D). As ORF identificadas sugerem a presenga do operon com 0sS genes

identificados da seguinte maneira:

25,0001 26,0007 27,0007 28,0007 5,0007 30,00
__ | isovareril CoA desidrogenase > CoA transferase transportador de membrana MSF

Figura 18 — Operon identificado no genoma de B. sacchari.

A andlise atual se mostrou um pouco diferente da realizada por Cintra (2008).
A atual analise sugere que o ultimo gene do operon pode estar anotado de maneira
equivocada no banco de dados. Anotado anteriormente como um transportador,
atualmente esta anotado como outro regulador transcricional do tipo lysR. Uma
segunda analise foi realizada com esta sequéncia para verificar a incompatibilidade
de informacdo da anotacédo proposta. A ultima possivel sequéncia do operon foi
analisada no pFam, (http://pfam.xfam.org/ acesso em 15.06.15), software que prediz
dominios enzimaticos, estrutura e funcao apenas com a sequéncia de DNA fornecida
(Anexo D). Esta analise indicou que a sequéncia correspondia a um transportador de
membrana do tipo “major facility superfamily transporter”, esta informag¢ao corrobora
a analise de Cintra (2008), que foi realizada por comparagdo de um fragmento de
biblioteca genbmica capaz de complementar mutantes prp- com sequéncias de
genomas de outras Burkholderia spp, visto que, ainda n&o se havia sequenciado o
genoma da B. sacchari. Este dado sugere que a anotagao deste gene no GenBank
esta equivocada.

Além do gene do transportador, outro apresentou conflito de anotagdes entre a
pesquisa atual e a realizada por Cintra (2008). O gene identificado como codificador
de CoA transferase/L-carnitina desidratase, que se acredita ser responsavel pela
transcricdo de uma proteina com dupla fungcdo, uma atuando na etapa de oxidacao
de acrilil-CoA a lactil-CoA (Figura 19) e outra na transferéncia da coenzima A da lactil-
CoA para outra molécula, atualmente estd anotado somente como uma CoA-
transferase (Anexo 3 e 4). Neste caso, duas hipoteses podem ser consideradas. A

primeira sugere que o gene pode transcrever uma enzima de fungao dupla, pois ainda


http://pfam.xfam.org/
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existem anotagdes que se referem aos genes da forma como foi encontrado por Cintra
(2008), L-carnitina desidratase ou CoA transferase, e ambas as reagdes podem fazer
parte da via. A outra hipétese sugere que seja a enzima transcrita tenha apenas uma
funcao, a de CoA transferase, enquanto a outra reacao de hidratagdo, que ocorre na
transicéo de acrilil-CoA para lactil-CoA, seja atribuida a outra enzima transcrita por
outro gene que participa de outras vias, como exemplo a enzima acetil CoA sintetase
(Acs), enzima que converte o acetato a acetil CoA, que também é capaz de converter
o propionato em propionil CoA (HORSWILL; ESCALANTE- SEMERENA, 1999)

CH:=CH—C05CoA Acrilil Cos
U
CHy—CHOH— CO5CoA Lactil CoA
U
CH3—CHOH—COO0H Lactato

Figura 19 - Reagbes possivelmente catalisadas pela CoA transferase/L-carnitina desidratase.

ApOs esta analise, foi possivel confirmar a hipétese de Cintra (2008) de que no
genoma de B. sacchari ha uma regiao que pode representar um operon codificando
genes de a-oxidagcao. Apenas nao conseguimos afirmar se o gene CoA-transferase/L-
carnitina desidratase participa ou ndo de duas etapas da via. O operon pesquisado

esta descrito na Figura 20 com as nomenclaturas de genes encontradas no GenBank.

-_ [ isovareril CoA desidrogenase ) CoA transferase transportador de membrana MSF

25,0007 26,0007 27,0007 26,0007 29,0001 30,00

Figura 20 - Anotagdo do operon a-oxidagdo do propionato no genoma de B. sacchari.

Os mesmos contigs disponiveis, representando o draft do genoma que foram
utilizados para a busca de genes envolvidos na a-oxidagao, foram utilizados para uma
pesquisa, por genes que possam estar envolvidos em outras vias de catabolismo do
propinado. O RAST, assim como outros programas de anotacao rapida, identifica
ORF comparando com banco de dados de proteinas e, uma vez identificadas as ORF,
elas s&o alinhadas ou com uma anotagao de genoma de referéncia ou a totalidade de
UniProt (Universal Protein Resource), um catalogo de informagdes de proteinas,
usando ferramentas de alinhamento rapido de sequéncia, como BLAST por exemplo.



56

Os melhores alinhamentos sao aceitos como homadlogos e a anotagao é realizada
através de genes que apresentam alta similaridade. (RICHARDSON; WATSON,
2013). Desta maneira, foi possivel realizar uma analise computacional de todos os
genes identificados pelo programa que estariam envolvidos no metabolismo de
propionato, permitindo verificar a presencga de sequéncias, no draft deste genoma, de
algum gene ou proteina ja descrito por outro autor relacionado a esse substrato.
Neste ponto da analise, o programa mostra a pesquisa deste metabolismo
diretamente em um mapa metabdlico como os do banco de dados de pesquisa Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), no qual genes ja descritos estdo em
destaque (Figura 21). De acordo com o mapa pesquisado para o draft do genoma, a
unica via completamente descrita é via do 2 metilcitrato, que ja foi comprovada
molecularmente por Bramer e colaboradores em 2002. Outras vias, como a [3-
oxidacao, a-oxidacdo e metilmalonil CoA, anteriormente propostas, com base em
analises de atividades enzimaticas (Silva, 1998), ndo estdao completamente anotadas,
apenas alguns genes possivelmente envolvidos se encontram em destaque. Desta
maneira, ainda ndo se sabe se estas vias ndo existem nesta bactéria, necessitando
de mais estudos para confirmar a sua presenga ou auséncia. Porém com base na

literatura muito possivelmente elas estdo ausentes.
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Figura 21 - Metabolismo do propionato em B. sacchari com destaque para genes ja anotados em seu genoma (RAST).
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5.2 Pesquisain silico dos genes envolvidos a-oxidagdo do propionato
em Ralstonia eutropha H16.

Foi realizada a pesquisa da presenga de genes que poderiam estar associados
a uma via da a-oxidagao de propionato em R. eutropha H16, devido a sua importancia
no estudo de PHA. Esta bactéria € conhecida ha mais de 50 anos e atualmente é o
organismo mais bem estudado se tratando de produgdo de PHA (REINECKE;
STEINBUCHEL, 2009), produzindo eficientemente diversos PHA, inclusive P3HB-co-
3HV utilizando propionato, sendo assim, uma bactéria de interesse para se avaliar a
presenga desta via. O genoma de R. eutropha H16 foi sequenciado em 2006 por
Pohiman e colaboradores, o qual relatou a sequéncia completa do genoma dos dois
cromossomos: 0 cromossomo 1 (4,052,032 pares de bases (pb)) e o cromossomo 2
(2 912 490 pb), que codificam 6 116 genes putativos.

A busca foi realizada no GenBank, no qual, as sequéncias dos possiveis genes
da via da a-oxidacao de propionato, identificados no genoma de B. sacchari, tiveram
suas sequéncias de nucleotideos comparadas a sequencias de aminoacidos

individualmente (BLASTX). O resultado da pesquisa esta representado na tabela 10.

Tabela 10 - Comparacéo de genes de B. sacchari pesquisados no genoma de R. eutropha H16

Gene Max Total Query e-value Identidade
Score score cover

Regulador transcricional lysR 250 250 97% 2e-82 48%

acil CoA desidrogenase 593 593 91% 0.0 62%

L-carnitina-desidratase/ CoA-transferase 401 401 87% 6e-139  64%

Transportador 508 508 93% le-179 69%

MAX SCORE: maior pontuagdo de alinhamento; TOTAL SCORE: soma das pontuagbes de
alinhamento de todos os segmentos da mesma sequéncia de banco de dados; QUERY COVER:
porcentagem da sequéncia submetida coberta pelo alinhamento; E-VALUE: nimero de falsos

positivos; IDENTIDADE: nimero de residuos similares identificados no alinhamento.

O alinhamento mostrou parametros estatisticos bons para comparagao, com o
E-value muito proximo de zero. Desta maneira podemos confiar no grau de identidade
encontrados para cada gene. Se o alinhamento entre duas sequencias for no minimo
de 20% (valor limite para detectar similaridade) podemos verificar que houve

alinhamento significativo (Baxevanis & Ouellette (2001), visto que os valores de
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identidade obtidos para cada gene foram bem superior a este, observa-se que houve
alinhamento significativo entre as sequéncias que estao presentes no cromossomo 2
do genoma, mostrando que existe a possibilidade desta via estar presente e atuante
em R. eutropha H16. A pesquisa mostrou também que estes genes se encontram
agrupados como um operon, de maneira semelhante a que esta organizado em B.
sacchari (Figura 22).

ApOs este resultado, foram feitas analises nas sequéncias dos aminoacidos
transcritos por estes possiveis genes identificados em B. sacchari, utilizando o
software on line Pfam, o qual prediz regides ativas das proteinas através da

comparagao com seu banco de dados.

() NCBI is phasing out sequence Gl numbers in September 2016. Please use accession version! Read more. .
Graphics = Send: +

Ralstonia eutropha H16 chromosome 2

NCBI Reference Sequence: NC_008314.1

GenBank FASTA
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Figura 22 - Pesquisa de fragmento codificador de acil- CoA desidrogenase em Ralstonia eutropha H16. Houve alinhamento
desta regidio e os genes adjacentes estdo na orientagdo e sinalizados da mesma maneira que na via da a-oxidagéo em B.
sacchari. As sequéncias anotadas como H16_RS19155 corresponde ao gene lysR, H16_RS19160 aocodificador de acil CoA
desidrogenase, H16_RS19165 ao de CoA-transferase e H16_RS19170 ao do transportador.

A sequéncia de aminoacidos foi alinhada utilizando o CLUSTAL, programa de
alinhamento de multiplas sequéncias, com outras sequéncias de Ralstonia spp:
Ralstonia pickettii, Ralstonia sp. MDZ27, Ralstonia insidiosa, Ralstonia sp.
UNC404CL21Col, Cupriavidus necator N-1 e Ralstonia eutropha H16.
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Abaixo estao as sequéncias de aminoacidos do regulador transcricional do tipo

LysR, seguidas pelas sequéncias de aminoacidos de acil-CoA desidrogenase, L-

carnitina desidratase/CoA transferase e transportador.

LysR

CLUSTAL 0(1.2.2) multiple sequence alignment

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia_ sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia_ sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia:sp._MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Acil CoA-desidrogenasse

MELKQLRYFVAVAEELHFGRAARRLFISQPALSFDIRKFEEQLGVQLLERTNKAVALTNA
MDLKQLRYFVAVAEELHFGRAAQRLFISQPALSFDIRKFEDQLGVQLLARTNKSVALTNA
MDLKQLRYFVAVAEELHFGRAAQRLFISQPALSFDIRKFEEQLGVQLLARTNKSVALTNA
MDLKQLRYFVAVAEELHFGRAAQRLFISQPALSFDIRKFEEQLGVQLLARTNKSVALTNA
MDLKQLRYFVAVAEELHFGRAAQRLFISQPALSFDIRKFEDQLGVQLLARTNKSVALTNA
MEFRHLRYFLVLAEELHFGRAARRLAISQPPLSLNIQQLEASVGARLEFDRDSRGVRLTAA
————— MRQALVLSETLNFHRAAERLCMAQPPLSTAIRKLEEELGVTLFDRHPSGLTLTPV

.k . sek kK kK AAkKk Ak e e kK kK Koo ook .k K e K . kK

GYVLLEEARRLLEQADEVRRIAARS A NS SRR

GQVLLDEARKLLOQQAAEVERITQRSAHGLAGRLRVGFVNSMLYRGLPRAVERFEADHPAV
GQVLLDEARKLLOQAAEVERITQRSAHGLAGRLRVGFVNSMLYRGLPRAVERFEADHPAV
GQVLLDEARKLLOQAAEVERITQRSAHGLAGRLRVGEFVNSMLYRGLPRAVERFEADHPAV
GQVLLDEARKLLOQAAEVERITQRSAHGLAGRLRVGEFVNSMLYRGLPRAVERFEADHPAV
GRAFRESAMALLAQAEAARVLAREIEAGAVGRLRVGFVGSMLYRGLPQTLRGFQAAYPGIT
GELVLROMRSTLYFADEIRHAASEGENGVRGKVRVGFVGSSVYSLMPRLIRAFRGRYPHV

* * * . * K e ek e kkk Kk oKk . % . * . %

EITLREMNTGEQVQAIQRQQIDLGCAYWGTFP-AEVVSTPIFSEPFVACLPAGHALARRK
EITLREMNTGEQVQAIQRQQIDLGCAYWGTFP-AEVVSTPIFSEPFVACLPAGHTLARRK
EITLREMNTGEQVQAIQRQQIDLGCAYWGTFP-AEVVSTPIFSEPFVACLPVGHALARRK
EITLREMNTGEQVQAIQRQQIDLGCAYWGTFA-PEVVSTPIFSEPFVACLPTAHPLARRK
QVALTELNSQEQIDALLHDELDAAFTIHTGRVP-DTLOQATLVHSEPFVCCLPADHALAALP
ELIIEESTTVDLLRAVEEHVLDVALVRYPVLAKTPLQIALLQSEPMMLAVSADSPLARRK

* PP . x . e kkk e . . . x

SLELDALAQEPFILFPRTVSPHYHDLIIALCVDAGFSPVIRHEARLWQTVVTMVGEFGMGV
SLALDALAQEPFILFPRTVSPHYHDLIIALCVDAGFSPVIRHEARLWQTVVTMVGEFGMGV
SLALDALAQEPFILFPRTVSPHYHDLIIALCVDAGFSPVIRHEARLWQTVVTMVGEFGMGV
SLKLDALAHEPFILFPRTVSPHYHDLITALCVDAGEFSPVIRHEARLWQTVVTMVGEFGMGV
ELPLAALRGEPFVLFSRKASPDYYSRIFDMCAAQGFYPQIRHEVRHWLSVVSLVSQGMGV
HIALSELGDTPFIVYSQARVPAMHSLMMHAFQVAGIQPPIAQEAVQVPTILALVESGLGV
HE FRiiro: oL Kook koK, HHHE
---QGRG
ALVPKTLQHAGDARVSFVPLAGGKKESPVLSL--RRTGDAEPVASRFLEYLEA---AAQE
ALVPKTLQHAGDARVSFVPLAGGKKESPVLSL--RRTGDAEPVASRFLEYLEA---AARE
ALVPKTLQHAGDARVSFVPLAGGKKESPVLSL--RRTGDAEPVASRFLEYLEA---AARE
ALVPKTLQHAGDARVSFVPLAGDKKESPVLSL--RRSGDAEPVASRFLEYLEA---AAQE
AVVPAALARSGMAGAAFRPLADAAVRSEVYCA--WKTAPDHPARDHFVGMVREMTAAAQG
ALVPASTARLGGDGIRHVPLTGLPAQMEFGIALATLPGNMHATTRNFVALAHEVTGAASQ

K e kK . * KK . *

SHKEKATGR---
EAAVEAPLRAAA

CLUSTAL O(1.2.2) multiple sequence alighment

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii

MSDL--PAVAAQADGSANIPDSRGINFFTSDPGLAPLLRSYLGDAAYAAIEPQLVALGQOR
MNDIAREPLMTHPSGHONIPDSRGINFFHVDPDLGRLLRLYLGDARYRELEPQLTSLGQR



[Ralstonia_sp.
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia_ sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia_sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia_eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia_eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp.
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia_eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia_sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia_ sp.

Cupriavidus necator N-1

MNDIAREPIIGQPVGHONIPDSRGINFFRVDPDLGRLLQLYLGDAQYRELEPQLKSLGLR
MNDIAREPIIGQPVGHONIPDSRGINFFHVDPDLGRLLQLYLGDAQYRALEPQLKSLGLR
MNDIAREPLTTQPSGHONIPDSRGINFFHVDPDLGRLLRLHLGEARYRELEPQLQOSLGOR
MTEAA----—- THRVEFNQVPDLAHYNLFSTDPSLRGALDRLGGGWHAAALG----QFGAR

-ASDELDALALVADHNPPTLKQRTRRGEPIQSIEKHPDYVALERVAYAELGLAAMSHRE -
-ASDELDAWAISADHNPPQLRHRTRRGEPLQSIDKHPDY IALERVAYAELGLASMSHVG-
-ASDELDAWATSADHNPPQLRHRSRRGEALQSIDKHPDYVALERVAYAELGLASMSHVG-
-ASDELDAWATSADHNPPQLRHRTRRGEALQS I DKHPDYVALERVAYAELGLASMSHVG-
-ASDELDAWAT SADHNPPQLRHRTRRGEALQT I DKHPDYVALERVAYAELGLASMSHVG-
LGEPEVQQWAADANRHTPELHTHSRTGERI DAVDFHPSWHALLGLLRSQQ-LQALPFAQP
———————————————————————————— MITTPGFKPAFQQF---——AQGGWQGIQHSQQ

:‘k

NA---PAPLVKYALTYLEFVQAEF-GLCCPVSMTDSLTRTLRRFGSPELIARYLPMLASQD
DA---PPPLVKYALTYLFVQAEF-GLCCPVSMTDSLTRTLRKFGDAALVARYLPMLASRD
SA---PPPLVKYALTYLFVQAEF-GLCCPVSMTDSLTRTLRKFGDPALVARYLPMLASRD
SA---PPPLVKYALTYLFVQAEF-GLCCPVSMTDSLTRTLRKFGDPALVARYLPMLASRD
NA---PPPLVKYALTYLEFVQAEF-GLCCPVSMTDSLTRTLRKFGDPALVARYLPMLASRD

RA---GAWVARTAGYFLQAQVES-GSLCPPTMTFASIPVLRKET--ALFAELEPRLYATE
FGGQGLPKLIATACHEMLHSANLSFALCP-MLTDGAIEALLTAGSDAQKATFLPKLISGE

* : el * K :* . “k * * ok
————— FD----TLYQG]
————— FD----VLYQGAMFMTEQAAGSDVARIATRAALETAPDG-~-~-TQAWRLYGDKWEC
————— FD----VLYQGAMFMTEQAAGSDVARIATRAALETAPDG---TQTWRLYGDKWEC
————— FD----VLYQGAMFMTEQAAGSDVARIATRAALETAPDG---TQTWRLYGDKWEC
————— FD----VLYQGAMFMTEQAAGSDVARIATRAALETAPDG--~-TQTWRLYGDKWEC
HDARDLPWRSKSAIMIGMGMTEKQGGSDVRANT - -~ TVARAVRGEGRGAEYALTGHKWEF
————————————— WIGTMNLTEPQAGSDLAAVRTRAE - ~~~PQG-~~D@TYKVFGTKIFI

* ** *** * ok x
SNADAD----- LAMVLARPDGAPSGINGLALFLLPKTLR--——- DGSRNHYRIVRLKDKL
SNADAD----- LAMVLARPDGAPSGINGLALFLLPKTLP---—- DGARNNYRIIRLKDKL
SNADAD----- LAMVLARPDGAPSGINGLALFLLPKTLQ--~--- DGARNNYRIIRLKDKL
SNADAD----- LAMVLARPDGAPSGINGLALFLLPKTLR----- DGARNHYRIVRLKDKL
SAPMCD----- AHLVVARMGAED---GPLSCFFVPRFRD——--~- DGSKNAVLIQRLKDKL
TYGEHDMAONIVHLVLARTPNAPEGVKGI SLETVPKELVNDDGS TGARNDVHCVSIEHKL
* ** . *::*: *::* . **
---BGRrOAYLIGE

GTRSMASGEIVL---EGATAYLIGEIGRGFHQOMADMINMSRLSNGVRAAGLMRRATTEAL
GTRSMASGEIVL---EGATAYLIGEIGRGFHQMADMINMSRLSNGVRAAGLMRRATTEAL
GTRSMASGEIVL---EGATAHLIGEIGRGFHQMADMINMSRLSNGVRAAGLMRRATTEAL
GTRSMASGEIVL---EGAAAYLIGEIGRGFHQOMADMINMSRLSNGVRAAGLMRRAVTEAL
GNRSNSSSEVEF---RDATGILIGEEGRGIPTIIEMATSTRLDCVIGSAAILRAAFVQAL
GIKASPTAVLQFGDHGGAIGTLVGEENRGLEYMFIMMNSARFSVGMQGIAVSERAYQQAV

o HIE * Kokx ok S N e
HIARNREAFG-—-—-—————- RKLIDMPLMQRQLLKMLLPTEQARSMFMQIAQLLPLA-———
HIARNREAFG-—-——————— RKLIDMPLMORQLLKMLLPTEQARSMFMQIAQLLPLA-———
HIARNREAFG-—-——————— RKLIDMPLMORQLLKMLLPTEQARSMFMQIAQLLPLA-———
HIARNREAFG-—-—-—————- RKLIDMPLMQRQLLKMLLPAEQARSMFMQIAQLLPLA-———
HHARHRSAFG-—-—-———-——- RLLADQPLMRNVLADLALESEAATLLMMELGHAFEHA-———
AFARERVQSRPVDGSAREAVTIIHHPDVKRMLMTMRALTEGARAVAYVAAAASDAAHQHP

* * * . * e . * . * *

-DAGDVQAAKCVRILTPLIKFRACRDARRVTGDAMEVRGGTGY IEEWSDARLVRDAHLGS
-DAGDEQAAKCVRILTPLVKFRACRDARRVTGDAMEVRGGTGY IEEWSDARLVRDSHLGS
—DAGDEQAAKCVRILTPLIKFRACRDARRVTGDAMEVRGGTGYIEEWSDARLVRDSHLGS
—DAGDAQAGKCVRILTPLIKFRACRDARRVTGDAMEVRGGTGYIEEWSDARLVRDAHLGS
-D-DDPLAAAWKRVVTPAAKFWVCKRTLEATGEAMEVWGGNGYVEEGPMARLYREAPVNS
DEAVRGQSQAFYEFMVPVVKGWSTELSIDVTSLGVQVHGGMGFIEETGAAQHYRDARILP

* * * * x * **

S BRAE - < R=GALDALARYVRAQLAEAGLPEASAA---LLRAAFERAGA
IWEGTSNIVALDIARAV-KREGALEPLRAYLIGMLDGVTLPAQSDA---LLRATLDRVCR
IWEGTSNIVALDIARAV-KREGALEPLRAYLRELLDGVTLPAQSDA---LLRATLDRVCR
IWEGTSNIVALDIARAV-KREGALEPLRAYLLGLLDGVTLPTQSDA-—--LLRATLDRVCR
IWEGTSNIVALDIARAV-KREGALEPLRAYLIGLLDGVSLPSPSDV---LLRGTLDRVCR
IWEGSGNIMCLDVLRAI-QRNPDDAA--RLLODLSRRA-—---GGHP---AVRAELASLOA
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Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia_ sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia_sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
[Ralstonia sp.

Ralstonia insidiosa
Ralstonia_ sp.

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16
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IYEGTTAIQANDLVGRKTVRDGGAVARAICAQIVETEAALGQHGGAAFTAVQAQLARGRA

Koo KKk . * * . * . .

ALDSVAECGRDES----- VRQAASALYHATTAAFMACEAAQVSR-——-===———— GAQDY-
AIAKVAEDGSDEL----- VRQAGSALYHITTAIFMAVEGVRL-—-—-—-—-—-—————— APDH-
TIAKVAEEGSDEL----- VRQAGSALYHITTAIFMAVEGVRL-—-—-—-—-—-—————— APDH-
TIAKVAEEGSDEL----- VRQAGSALYHITTAIFMALEGVCL-——=-=-==————--— APDH-
AIAKVAEDGSDEL----- VRQAGSALYHITTAISMAVEGMRL-———-=-===———-— APDH-
MLHENPELLEAN------— ARRFAQGLVLTAQAALMLAH----———————————— ADTEN-

ALEAVVEFVVANAKADPNAVFAGSVPYLKLCGIVF--SGWQLARAMLAADAKSAEDPNEY

* : . .. . :

—-RRLALAHLIVRHKLLPRDPLALDER--DASAAPLRALVDEHPLPLADAMQLLPAQ-—-—
—RRLALAHLVLRHNLLPVDPLALPAN--DDAL-LLDALVKQREVSFALAMQALPTGGAQ
—~RRLALAHLVLRHKLLPVDPLALPES--DDAL-LFDALVKQREVSLALAVQALPAGGKQ
-RRLALAHLVLRHKLLPVDPLALPES--DDAP-LFEALVKQREVSLALATQALPAGDAQ
—RRLAFAHLVLRHKLLPMDPLDLPTN--DDAS-LFDALVKQREVPLALAMQALPTGAAQ

AAKIATALFFAEHVLSQSSAMCAAATAGDVEVTYFRV-=--—————-—-—-—-————mmm————

* * .

CoA transferase/L-carnitina desidratase

CLUSTAL 0(1.2.2) multiple sequence alignment

Paraburkholderia_ sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia_eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia_sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

MNTHORSETSAPGKVNGALHGLRVIDLSRVLGGPYCTOATADHGARV IKLEPPDGDETRG
——————————— MNAINGALHGLKVIDLSRVLGGPYCTQALADHGAQVIKLEPPVGDETRT
——————————— MSAVNGALHGLKVIDLSRVLGGPYCTQALADHGAQVIKLEPPVGDETRT
——————————— MSAVNGALHGLKVIDLSRVLGGPYCTQALADHGAQVIKLEPPVGDETRT
——————————— MSGPNGALHGLKVIDLSRVLGGPYCTQALADHGAQVIKLEPPVGDETRT
—————————— MTQTSPGALAGIRVVDLSRILGGPYCGQILGDHGADVLKIEPPQGDDTRT
————————— MMQQSSPGALAGLRVIDLTQMLAGPFCTQILADHGADVIKVEAMTGDGTRL

KAk ke ekekke ook Khkeoek K Kk Khkhkkokokok **x Kk Kx

WGPPFLD-D---TSWYYMGVNRNKQGIAVDLSRDEGRAILWQLLEGADVLVENFKPGTLA
WGPPEFDESD---TAWYFNGVNRNKLGISVDLSNEEGRAVLWOQLLEDADVLVENFKPGTLA
WGPPEFDESD---TAWYFNGVNRNKLGISVDLSCDEGRAVLWQLLEEADVLVENFKPGTLA
WGPPFDESD---TAWYFNGVNRNKLGISVDLSRDEGRAVLWQLLEDADVLVENFKPGTLA
WGPPFDESD---TAWYFNGVNRNKLGISVDLTCDEGRAVLWQLLEDADVLVENFKPGTLA
WGPPFKDGV---A-SYYFGLNRNKRVMRLDLTADADREVLLVLLAEADVLVENFKTGTME
TAPFCEDDTLREYGGYFQSVNRNKRSIAVDLKTVEGLALARKLIDGADIVVENFRAGVME

* . * . o kKKK . . KK . * . KK e o kAKX e Kk o

RWGMDYERDLKPRFPRLIHCAISGFGPD----GPLGGLPGYDAVIQAMAGLMSVNGESDG

RWGMDFERDLQPRFPRLIHCAVSGFGPD----GPLGGLPGYDAAIQAMAGLMSVNGERDG
RWGMDFERDLQPRLPRLIHCAVSGFGPD----GPLGGLPGYDAATQAMAGLMSVNGERDG
RWGMDFERDLQPRFPRLIHCAVSGFGPD----GPLGGLPGYDAATQAMAGLMSVNGERDG
RWGMDFERHLQPRFPRLIHCAVSGFGPD----GPLGGLPGYDAAIQAMAGLMSVNGERDG
KWGLGYD-TLSARFPRLVHCRVSGFGAD----GPLGGLPGYDAAIQAMSGIMSINGEADG
RLGLGWE-RLRERNPRLVYGTVRGFGDPRSGASPYADWPAYDVVAQAMGGMTGITGPDHQ
. *okk ks . x

Keoer Xk kxka . kxok L KKk
PALRIGLPIVDMVTGLNALAGILLALAERQKSGQGQSVDIALYDCGVSLLHPHLPNEFFEFGN
GPMRVGLPIVDMVTGLNALAGILLALAEREKSGRGQSIDIALYDCGVSLLHPHLPNYFGS
GPMRVGLPIVDMVTGLNALAGILLALAEREKSGRGQSIDIALYDCGVSLLHPHLPNYFGS
GPMRVGLPIVDMVTGLNALAGILLALAEREKSGRGQSIDIALYDCGVSLLHPHLPNYFGS
GPMRVGLPIVDMVTGLNALAGILLALAEREKSGHGQSIDIALYDCGVSLLHPHLPNYFGS
DPLRVGLPVVDMVTGLNAVIGVLLALQERARSGRGQFVEAALYDSGLSLLHPHAANWEMS
TPMKIGPGVGDTIPALMLCIGILSAVHRVKETGKGQFVDVAMTDAVLAMCERIVYQTSYT

ek e k. * Kook ke ek ekKk .o ke K . .. .

GRTPQRSGNAHPNIAPYDSYATSTAPIFLAVGNDRQFAKLCAHLDLPDLADDPRFANNRS
GKVPQRSGNAHPNIAPYDSYQTGTAPIFLAVGNDRQFAKLCAHIGATELAQDARFAGNRS
GKVPQRSGNAHPNITPYDSYQTGTTPIFLAVGNDRQFAKLCTHIGVPELVEDACFADNRS
GKVPQRSGNAHPNITPYDSYQTGTTPIFLAVGNDRQFAKLCAHIGVPELVEDARFADNRS
GKVPQRSGNAHPNIAPYDSYQTGTAPIFLAVGNDRQFAKLCTHIGAAELTQDTRFADNRS
GKTPOQRTGNAHPNIYPYDTVATATDPIFLAVGNDRQFRILCEHLRLPALADDERYGTAGA
GVVPGPEGNRHPLLCPFGLFRARDGYVSIAVANDPLWEKLAAAIGHPELGTDPAFSTNAA

* * KXk kK . k. . ek Kk Kk Kk . * . * * . .



Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Transportador

RCAHRAALKHALEAHLARFDCETLAQDLIHGGVPCGPVLSVDVVARHPHTLHRQOMVVEL-
RCAHRPELKQALEAQLARFDCETLAQDLIQGGVPCGPVLSVDVVARHPHTLHROMVVEL -
RCAHRPELKQALEAQLARFDCETLAQDLIQGGVPCGPVLSVDVVARHPHTLHROMVVEL -
RCAHRAELKHALEAQLARFDCETLAQDLIHGGVPCGPVLTVDVVARHPHTLHRQMVVEL-
RSVNRVALKAELEARLREFDGKVLADELVAAGVPCAPVLSVADALQHPHTQHREMVVEME
RVANMQQVIDLLEDFTSGR-TKEQIAAVLGGKVPFGPVCTSAEIFADPHYAVROMLVDVE

* .. : * * : 1 . * * ** : ** * * *

BE----- YRETGAPVKILSRTPATYRTPPPVLGGDTRAVL,DTLGI DAATOQNLFDAGVVKG
GD----- YRGTGSPIKLSRTPATYRNAPPALGADTDAVLASLGIDADTRQRLFQAGVLK-
GE-—---- YRGTGSPIKLSRTPATYRNAPPALGADTDAVLASLGIDTETRQRLFEAGVLK-
GD-———-- YRGTGSPIKLSRSPATYRNAPPALGADTDAVLASLGIDTETRORLFEAGVLK-
GT-——-- YRGTGSPIKLSRTPATYRNAPPALGADTDAVLASIGIDADTRQRLFEAGVLK-
GG-—--- YQGLGAPVKLSRTPATYRYAPLTEGDEFLD-—=========—=——————————
QPGSAQRVKIAGVPIKLSDTPGAVRRRAPMLGEHTDEVLRAAGYSGDDIDDLRAVGATR-

* ke kkk ek . Kk *

CLUSTAL O(1.2.2) multiple sequence alignment

Paraburkholderia_ sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia_ sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia_insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus_necator N-1
Ralstonia_ eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia_insidiosa
Ralstonia_sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia_ eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia sp. MD27
Ralstonia_insidiosa
Ralstonia_sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia_ eutropha H16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha HI16

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1

----MTSITTRQPARASL

--MOPSQPGGRQPARAATAAFVGTMIEWYDFYIYATAAALVFGPLFFPGGDPFLSTLASF
--MQOPSHSGGRQPVRAATAAFVGTMIEWYDFYIYATAAALVFGPLFFPGGDPFLSTLASFEF
--MQOSSQPGGRQPARAATAAFVGTMIEWYDFYIYATAAALVFGPLFFPGGDPFLSTLASF
MSTLQPSTATHQPVRAATAAFIGTAVEFYDYYTYATAAALVLGEVFFPSSNHFLSTMASFEF
--MQVSPSGTRQPVRAATAAFVGTMIEWYDFYIYATAAALVFGPLFFPGGDPFLSTLASFEF
—————————————— KVILASSFGALMEWYDEFYIYAAL-AVYFGALFFPKGNETAAFLASL

* . * . ek e kK ek KKk * . ek e kKK . . e kK .

GTFAVGFFARPLGGIVFGHWGDRIGRKKALMITLTMMGLATIGIGLLPTYATAGALAPVL
GTFAVGFFARPLGGIVFGHWGDRIGRKKALMITLTMMGLATIGIGLLPTYATAGALAPVL
GTFAVGFFARPLGGIVFGHWGDRIGRKKALMITLTMMGLATIGIGLLPTYATAGALAPVL
ATFFVGFIARPLSGAVFGHLGDRIGRKKMLLVTMFLMGIATTGIGLLPGYATIGIWAPIL
GTFAVGFFARPLGGIVFGHWGDRIGRKKALMTTLMMMGVATIGIGLLPTYATAGAIAPVL
ATFGAGFLIRPVGALLFGRLGDLIGRKYTFLVTILLMGVATVGVGVLPTYEQIGITATVL

* x KK e KKk . ekKk e KKk KKKk K e K. ekK e kK Kek KKk Kk * * *

LVLLRVVQGIAVGGEWGGAVLMAGEHAPTGRRTFFASFAQLGSPAGLILSLLAFR-LVTS
LVLLRVVQGIAVGGEWGGAVLMAGEHAPKGRRTFFASFAQLGSPAGLILSLLAFR-LVTS
LVLLRVVQGIAVGGEWGGAVLMAGEHAPKGRRTFFASFAQLGSPAGLILSLLAFR-LVTS
LVLLRVLQGIAVGGEWGGAVLMASEHAPKAKRVFFASFPOMGSPVGLILSLLSFR-LVSS
LVLLRVVQGIAVGGEWGGAVLMAGEHAPKGRRTFFASFAQLGSPAGLILSLLAFR-AVTS
LVLLRLLQGLALGGEVGGAVTYVAEHSPVHKRGLYTSSLQTTATLGLLSSLLVVYLLKTF

* % ** ** * KXk Kk KKKk K ** * ek . .k * . ** **

MEKDAFMDWGWRLPFLASAVLLLVGVAIRLGVNESPEFAQVQAQRKTAKLPTIAEVWRT -—
MEKDVFMDWGWRLPFLASAVLLVVGAAIRSGVNESPEFAQVQAQRRTAKLPTIAEVWRT -—
MEKDVEFMDWGWRLPFLASAVLLVVGAAIRSGVNESPEFAQVQAQRKTAKLPIAEVWRT -—
LDHESFITWGWRLPFLASFVLLLVGVAIRMGVKESPEFERMKONNEVLKNPVGEVLRT -—
MEHDVEFMDWGWRLPFLASAALLLVGVAIRLGVNESPEFAQVQAQRKTARLPIAEVWRT -—
LTEAEFRDWGWRIPFIVSLVMLVISVYIRGKLHESPVFARMKAANTTSRAPIRESFTNWK

* kKK . ** * oK .. * * e kXX X .. * .

—ARVPVLLCI---GANTIGIAGVYFTNTFMIAYATQYLSLSRTLILDCLEVVAFIQFLAQ
—-ARVPVLLCI---GANTIGIAGVYFTNTFMIAYTTQYLSLSKTLILDCLFAVAFIQFLAQ
—-ARVPVLLCI---GANTIGIAGVYFTINTFMIAYTTQYLSLSKTLILDCLFAVAFIQFLAQ
—-AWRPIVLAA---MATTIGSAGFFFTNTFMISYVTTYLGMSKALILDCLEVVTILQLLSQ
—ARVPVLLCI---GANTIGIAGVYFTNTFMIAYTTQYLSLSRTLILDCLFAVAIIQFLAQ
NLRSVLLLFVVAAGLGAIFGTGHFYSMFFLNKTLHVPLETVHML-IGIALV---VATPCY

. % * ek .. * . * . %

PLAAWLAEKLGGARFLKLMALMAMASPYPMFLLVQTRQAPLMVLGIALAVVCMASEFYSVI
PLAAWLAEKLGGARFLKLMALLAMASPYPMFLLVQTRQAPLMILGIATIAVVCMASEFYSVI
PLAAWLAEKLGGARFLKLMALLAMASPYPMFLLVQTRQAPLMILGIATIAVVCMASEFYSVI
PVSALLAQRYGDTRFLTWAAFISMLTPYPMFLLVSTONPVAMVAGITLAVVTLSAVYAVI
PLAAWLAEKLGGARFLKLAALLAMASPYPMFLLVQTRQAPATVLGIALAVVCMASFYSVI
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Ralstonia eutropha H16 LLFGWLSDRIGRKYIMMAACLLAAVCIQPVF----—-—-—-—-—-——————————————————

LI .. . * .k

Paraburkholderia sacchari AGEMTNAFPVRVRYSATSVSYOCCAATAGCGLTPLVGTLLAHDFPGOWWPLALFYSALAAV
Ralstonia pickettii AGFVSGVFETRVRYSAISLSYQVCGAVAGGLTPLIGTILAQRFHGQWWPLAVEYTLLAGI
Ralstonia sp. MD27 AGFVSGVFETRVRYSAISLSYQVCGAVAGGLTPLVGTILAQRFHGEWWPLAVEYTLLAGV
Ralstonia insidiosa AGFVSGVFETRVRYSAISLSYQVCGAVAGGLTPLVGTILAQRFHGEWWPLAVEFYTLLAGV
Ralstonia sp. UNC404CL21Col AGFMTPAFPTRVRYSGISIAYQVCTMIAGGTTPLIGTMLAERYKGEWLPLALFFTVLSAT

Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

AGFVSGVFETRVRYSAISLSYQVCGAVAGGLTPLVGTILAQRFQGQWWPLAVEYTLLAGV

Paraburkholderia sacchari
Ralstonia pickettii
Ralstonia_sp. MD27
Ralstonia insidiosa
Ralstonia sp. UNC404CL21Col
Cupriavidus necator N-1
Ralstonia eutropha H16

SLGCIAVLQRRQPAAAQAGAATIALTE-
SLLSTIAATIDARQRDSATAANAVGA---—
SLLCIAAIDARQRGRAPAGDAVNA---
SLVCITAIDARQRGRAPAGDAVNA---
SLIGIIGLGRYRDG-KQPEESTALATN
SLLCIASIDARQRQQPQPAAQAAQA--

Os simbolos asterisco (*), ponto (.) e dois pontos (:), observados na linha
inferior em cada série de alinhamento, indicam maxima identidade entre todas as
sequéncias analisadas, alteracdo de um residuo de aminoacido ou alteragao de dois
aminoacidos, respectivamente. Em destaque, regides em realce com cores, estao as
possiveis regides ativas da proteina identificadas pelo software Pfam. Quando estas
regides ativas sdo visualmente comparadas a sequéncias de outras espécies
analisadas, podemos perceber que houve um certo grau de conservagao nestas
regides, havendo poucas delegdes ou trocas de aminoacidos nas regides dos sitios
ativos, uma analise mais detalhada deve ser realizada para confirmar se essa enzima
nao tem alteracdo em sua fungdo devido a essas pequenas diferencas entre o
alinhamento com as sequencias de B. sacchari, porém, corroboram a hipotese de
existéncia de possiveis genes envolvidos na via da a-oxidagcdo no consumo de

propionato, também em espécies de Ralstonia spp.

5.3 Verificagao da capacidade dos potenciais genes da a-oxidacao
detectados restituirem o feno6tipo selvagem a mutantes prp-.

A detecgado de um possivel operon no genoma de B. sacchari e sua anotagao
permitiram propor sua amplificagdo e clonagem com a finalidade de testar sua
capacidade de restituir o fenétipo selvagem em mutantes UV prp-, deficientes no
consumo de propionato e intermediarios da a-oxidag¢ao, anteriormente obtidos (Silva,
1998, Silva et al., 2000). Para isso, foram desenhados os iniciadores indicados em
material e métodos (item 4.6) para amplificar os genes detectados para sua clonagem

em plasmideos.
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Regides do operon foram amplificados de maneira que foram realizados quatro
tipos de construgbes, a primeira com apenas o regulador transcricional lysR
(fragmento ACL1), a segunda com o regulador transcricional LysR, juntamente com a
acil CoA desidrogenase (fragmento ACL2), o terceiro com o regulador transcricional
lysR, acil CoA desidrogenase e CoA-transferase/L-carnitina desidratase (fragmento
ACL3) e o quarto com o possivel operon por completo (fragmento ACL4). Estas
construgdes foram feitas para clonar no plasmideo com o intuito de verificar se apenas
alguns genes seriam capazes de restituir o fenotipo selvagem ou seria necessario o
operon inteiro para fazé-lo. O procedimento para essas clonagens foi descrito o item
4.6. As fotos dos géis de eletroforese para confirmagao da amplificacdo dos genes
estdo inseridas abaixo (Figura 23). Para as amplificagdes que apresentaram bandas
de fragmentos de DNA oriundos de annealing inespecifico dos iniciadores, a banda
de interesse foi excisada do gel para posterior purificagao, digestao e ligagado. Quando
nao havia banda inespecifica o produto de PCR foi purificado diretamente. Os
produtos de PCR foram inseridos individualmente no plasmideo pBBR1MCS2 e

analisados por tamanho esperado, totalizando quatro constru¢des (Anexo J)
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Figura 23 —Gel A: as figuras representam as bandas de fragmentos de DNA com o tamanhho aproximado. Gel A: Produto de
PCR 1: marcador de peso molecular 1kb, 2:LysR (1074pb); 3: LysR+acil CoA desid .(2861); Gel B: 1: marcador de peso molecular
1kb; 2: LysR+acil CoA desid.+CoA transferase./L-Carnitina desidratase (4200pb); 3: LysR+acil CoA+ CoA transferase./L-
Carnitina desidratase+ transportador MFS

As construg¢des foram inseridas em E. coli DH10B (DURFEE et al., 2008) por

eletrotransformacao. Apds o crescimento, as coldnias brancas, ou seja, aquelas em
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que os plasmideos se ligaram ao fragmento de DNA de interesse interrompendo o
gene lacZ, foram selecionadas e tiveram seus plasmideos extraidos para que uma
digestao simples fosse feita com o intuito de confirmar a ligacdo entre plasmideo e
fragmento de DNA de acordo com seu tamanho. Para isso, os plasmideos passaram
por uma digestao simples e posterior eletroforese (Figura 23). Em seguida, foram

inseridos por eletrotransformacao para B. sacchari e seus mutantes prp-.

10000
6000 -_— " S

3000

1000 [
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Figura 24 —Gel de eletroforese mostrando a migracéo de plasmideos portando os insertos linearizados apés

digestdo com a enzima Hindlll. 1. Marcador 1kb, 2: pBBR1 MCS2 (5144pb), 3: pBBR1 MCS2::ACL1 (6218kb), 4:
pBBR1 MCS2::ACL2 (8005pb), 5: pPBBR1 MCS2:: ACL3 (9344pb), 6: pBBR1 MCS2:: ACL4 (10690pb).

54 Confirmacéo dos fenoétipos dos mutantes UV prp-.

Antes da transformacao, os mutantes foram submetidos a testes fenotipicos
para verificar a manutencdo do fendtipo dos mutantes UV prp, apdés o
armazenamento da cepa. O teste identificava o crescimento em meio mineral

acrescido de fonte de carbono (sacarose, acetato, piruvato, lactato e propionato).
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Tabela 11 - Crescimento de mutantes prp de B. sacchari em intermediarios da a-oxidag¢ao e propionato.

Linhagens\Meios MMS MMP MMLac MMPir MMAc
LFM 101 +++ +++ +++ +++ +++
LFM 177 +++ - - — T+
LFM 182 +++
LFM 184 +++ - - — T+
LFM 186 +++ + + +++
LFM187 +++ +++
LFM 191 +++ +++ +++ +++ +++
LFM 198 +++
+++: Crescimento altamente visivel. ++: crescimento visivel. +: crescimento dificilmente visivel. ---: auséncia de

crescimento. MMS: meio mineral com sacarose, MMP: meio mineral com propionato, MMLac: meio mineral com
lactato, MMPir: meio mineral com piruvato, MMAc: meio mineral com acetato.

O resultado original se confirmou para todas as fontes de carbono, exceto
acetato, apresentando-se diferente, portanto, dos resultados obtidos por Cintra em
2008 e Silva 1998, porém todos ainda se apresentaram com fendtipo negativo para
crescimento em propionato e afetados no consumo deste substrato pela a-oxidagao
(tabela 11).

55 Insercdo de fragmentos de DNA codificando provaveis genes
da a-oxidacdo em mutantes prp” e testes fenotipicos com os
clones obtidos.

Ap6s o teste fenotipico, os mutantes UV LFM 177, 186 e 198 foram
selecionados para serem testados. Estas cepas foram as escolhidas por serem cepas
complementadas com os fragmentos de DNA da biblioteca genémica (Cintra, 2008) e
ainda possuirem alteragao no consumo de propionato e intermediarios da a-oxidagao.

Culturas apropriadamente preparadas destas cepas foram lavadas com
glicerol deixando-as competentes para eletrotransformacdo (item 4.6) com os
plasmideos portando as quatro construgdes com os genes amplificados e o plasmideo
sem inserto algum, como controle (pBBR1 MCS-2::ACL1, pBBR1 MCS-2:: ACL2,
pBBR1 MCS-2:: ACL3, pBBR1 MCS-2:: ACL4 e pBBR1 MCS-2, respectivamente).

Apbés a obtencdo de clones dos mutantes prp com as construgoes
anteriormente descritas, foi realizado novamente o teste fenotipico dos mutantes prp-

(tem 4.7) e os resultados estdo na tabela 12. O crescimento em MM contendo
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propionato como unica fonte de carbono foi observado para cada linhagem (Figura
25).

Figura 25 —Regibes genémicas de B. sacchari, propostas como envolvidas no catabolismo de propionato, foram inseridas em
mutantes prp e a capacidade de restituir o fendtipo prp+ (crescimento em propionato) em meio mineral (MM) a estes
mutantes estd aqui apresentada. Wt - LFM 101 pBBR1 MCS-2, 1- LFM 177 pBBR1 MCS-2, 2- LFM 177 pBBR1 M(CS-2::ACL1, 3-
LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL2, 4-LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL3, 5-LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL4, 6-LFM 186 pBBR1 MCS-2, 7-
LFM 186 pBBR1 MC(CS-2::ACL1, 8-LFM 186 pBBR1 MCS-2::ACL2, 9- LFM 186 pBBR1 MC(CS-2::ACL3, 10 - LFM 186 pBBR1 MCS-
2::ACL4, 11 - LFM 198 pBBR1 MCS-2, 12 - LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL1, 13 - LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL2, 14 - LFM 198
pBBR1 MCS-2::ACL3, 15 - LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL4. MM (meio mineral) contendo sacarose ou propionato como unica
fonte de carbono foi utilizado. As regides e suas respectivas codificagdes sdo: ACL1: regulador transcricional lysR.; ACL2
regulador transcricional LysR, juntamente com a acil CoA desidrogenase; ACL3: regulador transcricional lysR, acil CoA
desidrogenase e CoA-transferase/L-carnitina desidratase.e ACL4: operon por completo.

De acordo com a tabela 12, podemos observar que os mutantes controle
carregando o plasmideo sem fragmentos de DNA clonado, ndo cresceram em
propionato, como esperado, porém pode ter havido um crescimento dificiimente
visivel nos outros substratos.

De todas as linhagens mutantes que receberam os plasmideos contendo os
genes identificados no genoma apenas a linhagem LFM 177 apresentou algum tipo
de crescimento em propionato. O mutante LFM177 pBBR1 MSC2::ACL1, contendo
apenas o ativador transcricional, ndo apresentou crescimento em propionato, ja as
outras linhagens LFM 177 contendo os outros plasmideos (pBBR1 MSC2::ACL2,
pBBR1 MSC2::ACL3 e pBBR1 MSC2::ACL4) tiveram sua capacidade de crescimento
em propionato reestabelecida, tendo o crescimento mais evidente na linhagem LFM
177 pBBR1 MSC2::ACL4, que continha o possivel operon completo, tendo seu
crescimento reestabelecido também em outros substratos da via da a-oxidagao,
podendo-se observar um crescimento comparavel ao da linhagem selvagem utilizada

como controle positivo.
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Os mutantes LFM 186 e LFM 198 que portavam qualquer um dos plasmideos
construidos permaneceram com o fendtipo igual aos dos controles dos mutantes
portando apenas os plasmideos sem fragmentos de DNA clonados, n&o apresentando

crescimento em meio contendo propionato como unica fonte de carbono.

Tabela 12 - Resultados de avaliagédo fenotipica realizada apds a inser¢ao de fragmentos contendo
potenciais genes da a-oxidagao em linhagens selvagem e mutantes UV prp- de B. sacchari em meios
contendo glicose, sacarose ou intermediarios da a-oxidagao (propionato, lactato, piruvato e acetato),
como Unica fonte de carbono.

Linhagens \Meios MMS MMP MMLac MMPir MMAc

LFM 101 pBBR1 MCS-2 ++4+ +++ +++ +++ +++

LFM 177 pBBR1 MCS-2 o+ + + it

LFM 186 pBBR1 MCS-2 ++ + + t

LFM 198 pBBR1 MCS-2 ++ + + t
LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL1 ++ + + t
LFM 186 pBBR1 MCS-2::ACL1 +++ + + 4+
LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL1 +++ + + 4+
LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL2 +++ +++ + + +4++
LFM 186 pBBR1 MCS-2::ACL2 +++ + + 4+
LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL2 +++ + + 4+
LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL3 +++ + + + 44
LFM 186 pBBR1 MCS-2::ACL3 +++ + + 4+
LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL3 +++ + + 4+
LFM 177 pBBR1 MCS-2::ACL4 +++ +++ +++ +++ +++
LFM 186 pBBR1 MCS-2::ACL4 +++ + + 4+
LFM 198 pBBR1 MCS-2::ACL4 +++ + + 4+

+++: Crescimento altamente visivel. ++: crescimento visivel. +: crescimento dificilmente visivel. ---: auséncia de

crescimento. MMS: meio mineral com sacarose, MMP: meio mineral com propionato, MMLac: meio mineral com
lactato, MMPir: meio mineral com piruvato, MMAc: meio mineral com acetato.

Estes resultados sugerem que os genes pesquisados atuam no catabolismo
do propionato realizando uma a-oxidagao e que o gene propionil CoA desidrogenase
provavelmente é o gene mutado no mutante UV LFM177, pois todos os fragmentos
que continham este gene foram capazes de restituir a capacidade de crescer em
propionato, mesmo que nao muito eficientemente, como podemos observar no
fragmento ACL3. A linhagem mais eficiente na complementacgao foi a linhagem que
portava o possivel operon completo (fragmento ACL4). Os demais mutantes UV, que

nao foram complementados por este plasmideo, podem conter mutagdes em seu
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genoma diferentes das encontradas na linhagem LFM 177, o que pode explicar a néo
complementagcéo com o operon.

Até o momento, apenas a presenga da via do 2MCC foi comprovada
molecularmente em B. sacchari (BRAMER et al., 2002; SILVA, 1998). A via da a-
oxidacao de propionato até agora foi pouco estudada, encontrando-se apenas alguns
artigos que descrevem suas reagdes, medindo atividades enzimaticas ou produtos
resultantes da alimentagdo da bactéria com substratos marcados com 3C (TEXTOR
et al., 1996, SILVA et al., 2000). Este resultado corrobora a proposta de que esta
regido gendmica existe e aparentemente esta organizada como um operon e possui
um papel no catabolismo de propionato em B. sacchari, porém para afirmarmos com
certeza que se trata de um operon, uma analise de transcriptoma deve ser realizada.

A partir destes resultados, o mutante LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL4, abrigando
o fragmento que continha o possivel operon completo, foi submetido a testes

quantitativos para avaliar sua eficiéncia em converter propionato a unidades 3HV.

5.6 Avaliacdo quantitativa do copolimero produzido pelo mutante
complementado.

Foram realizados ensaios em frascos agitados para promover o acumulo de
copolimero (P3HB-co-3HV) a partir de glicose e propionato como fontes de carbono,
visto que esta ultima fonte de carbono direciona intermediarios de seu catabolismo
para produgdao de monémeros de 3HV (SILVA, 1998; SILVA et al., 2007). O objetivo
do experimento foi avaliar se, uma vez recebendo o fragmento capaz de
complementar o mutante, restituindo a capacidade de crescer em propionato como
unica fonte de carbono, como observado na analise qualitativa, o mutante também
teria restaurada a sua capacidade de converter propionato a monémeros de 3HV, ou
seja, sua eficiéncia nesta conversao atingiria os valores da linhagem selvagem, o que
seria um dado a mais para corroborar a hipétese de que nenhuma outra via faria parte
da rede catabdlica desse substrato. O ensaio descrito no item 4.8 foi realizado com
base em metodologias previamente definidas (MENDONCA, 2010; MENDONCA et
al, 2014).

Foram entao realizados dois ensaios de crescimento e acumulo do copolimero
pelo mutante complementado, linhagem LFM 177 pBBR2::ACL4, tendo como
linhagens controle, LFM 101 pBBR2 e LFM 177 pBBR2 . No ensaio 1, foi fornecido,
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nas primeiras 24 horas, apenas glicose, na concentragao de 10 g/L, como fonte de
carbono, para que houvesse crescimento, para o ensaio 2 foi fornecido 15 g/L. No
periodo inicial de 24 horas deve ocorrer crescimento celular utilizando a fonte de
carbono e nitrogénio, este ultimo é adicionado ao meio numa concentracdo tal que,
comecga a se tornar escasso no final deste periodo, quando finalmente, as células
deixam de usar a fonte de carbono para crescer e comegam a utiliza-la para acumulo
de PHA. Desta maneira, o propionato deve ser inserido neste momento, na fase de
acumulo (MENDONCA, 2014). Foi fornecido propionato na concentragao final de 1g/L
para o ensaio 1 e 2 g/L no ensaio 2. Os resultados dos dois ensaios estao
apresentados na tabela 13 e 14. As tabelas contendo os dados sem tratamento estao

no anexo P e Q.

Tabela 13 — Parametros obtidos no ensaio 1 para avaliagdo da produgdo de PHA do mutante UV
complementado LFM 177 pBBR2::ACL4 . Sdo mostradas as médias obtidas de triplicata biolégica: pH
inicial e final do cultivo, quantidade de PHA total (%MSC), assim como das composigdes monoméricas
dos polimeros produzidos por cada linhagem, em mol%.

Glicose

. pH pH PHA HB S Glicose Propionato Propionato Y wviprp (9/0)

HIrIne DS inicial  final (%) (%) V(0 I?g;(/:ll_?l final (g/L) inicial (g/L) final (g/L)

177 pBBRL

GeEPBSRL 7056 7030 54732 53998 1547 11150  0.000 0.930 0.000  0.039 +0.004
177 pBBRLMCS2 7.056 7.020 57.234 53522 5617 11690  0.000 0.940 0000 0202 +0.028
101 pBBRLMCS2 7.053 7.040 50.158 49.812 1.855 11560  0.000 0.680 0000 0070 .

*Nao foi possivel calcular a média e desvio padrao desta amostra.

De acordo com os dados obtidos no ensaio 1 pode-se observar que houve
acumulo de PHA em torno de 50 a 57% da massa seca celular apdés 72 horas de
experimento. O pH nao teve alteracdes significativas ao longo do experimento,
mostrando que houve um ambiente propicio para o crescimento bacteriano. Houve
um consumo de todo propionato fornecido para as linhagens. Os mutantes UV se
mostraram eficientes no acumulo assim como a linhagem selvagem. As porcentagens
de mondémeros de 3HB e 3HV se mostraram diferentes nas trés linhagens
empregadas. A menor concentragdo de 3HV, que foi de 1,547 %, esta presente na
linhagem complementada, sendo até menor quando comparada com o valor da
linhagem selvagem que foi 1,855 %. A linhagem mutante UV controle teve um teor
maior de 3HV, como esperado. Os resultados das linhagens controle sdo comparaveis
aos resultados previamente descritos em literatura, nos quais mutantes deficientes no

consumo de intermediarios da a-oxidagao, alcangou valores de rendimento (YHviprp)
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maiores que a linhagem selvagem (Cintra, 2008; SILVA et al., 1996, SILVA et al.,
2000).

Estes resultados sugerem que pode ter havido um consumo maior de
propionato para producdo de energia, ao invés do seu uso para produgdo de
copolimero, no mutante complementado LFM 177 pBBR2::ACL4 do que no mutante
UV e LFM 177 pBBR2, e até mesmo que a linhagem selvagem LFM 101 pBBR2. As
linhagens selvagens e complementadas tiveram um consumo maior de propionato
que a mutante UV como esperado, mas diferengca de consumo entre a linhagem
complementada e a selvagem pode ser explicada pela quantidade de copias dos
genes presentes na bactéria. Pois 0os genes estao no plasmideo, o qual se apresenta
em um numero maior de copias. Desta maneira as linhagens complementadas
possuem mais copias dos genes que a linhagem selvagem que possui apenas uma
copia em seu genoma, aumentando assim, sua disponibilidade para expressao
(BOWERSA et al., 2004).

Tabela 14: Parametros obtidos no ensaio 2 para avaliagdo da produgdo de PHA do mutante UV
complementado LFM 177 pBBR2::ACL4 . Sdo mostradas as médias obtidas de triplicata bioldgica: pH
inicial e final do cultivo, quantidade de PHA total (%MSC), assim como das composigdes monoméricas

dos polimeros produzidos por cada linhagem, em mol%.

Glicose

. pH pH PHA HB HV S Glicose Propionato Propionato

Linhagens ;i icial  final (%) (%) (%) ”(‘g'ﬁl'_";" final (g/L) inicial (g/L) final (g/L) Y "vere(9/9)

177 pBBRL n
GCEPBSRL 6953 7451 53495 50706 2789 16781 0.000 1.750 0030 0085 5

177 pBBR1 +
s 6.986 7.481 58317 51645 6.672 16475  0.000 1.760 0020 0215 7.

101 pBBR1 +
L ho 7.063 7526 47.773 44901 2.872 16717  0.000 1.740 0050 0093 7.,

Os resultados no ensaio 2 mostraram que houve um acumulo maior de
mondmeros de 3HV do polimero. Neste ensaio o rendimento maximo tedrico da
linhagem selvagem e da linhagem complementada ficaram bem proximos na com o
valor de 0,093 g/g para a primeira e 0,085 para a segunda, mas a linhagem
complementada ainda se mostrou mais eficiente em consumir propionato para
producao de energia do que para produgédo de mondmeros de 3HV.

Comparando-se os valores de 3HV do polimero nos dois ensaios, podemos
perceber que o acumulo nao foi proporcional ao aumento da concentragcdo de

propionato, porém as linhagens ainda apresentaram um mesmo perfil de acumulo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111904003361
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Os resultados aqui obtidos corroboram a hip6tese de trabalhos anteriores que
sugeriam a presencga da via da a-oxidagdo no catabolismo do propionato em B.
sacchari (Cintra, 2008; SILVA et al., 1996, SILVA et al., 2000). Neste trabalho, foi
possivel identificar e localizar regides gendmicas em B. sacchari envolvidas neste
processo. Foram indicados genes que estdo organizados de maneira que sugere a
composi¢cao de um operon organizado conforme a Figura 18, contendo uma regiéao
que codifica um regulador transcricional que esta orientado na posi¢cao oposta a dos
demais genes. Em seguida, a jusante, esta localizado o gene codificador de uma acil-
CoA desidrogenase, responsavel pela reagao de redugao do propionil CoA para acrilil
CoA.

O gene seguinte a jusante ainda pode ser considerado uma incognita. Nos
bancos de dados do GenBank esta anotado de forma mais abrangente como
codificador de uma CoA transferase, mas também, em alguns casos, como
codificador de uma L-carnitina desidratase. Ambas rea¢gdes ocorrem na via, porém
nao se sabe se trata-se de uma enzima de dupla funcéo ou se ela possui apenas uma
das duas fungdes e outra enzima envolvida em outras vias atua em alguma das duas
etapas cataliticas em que ela pode estar envolvida: na hidratagcdo da molécula de
acrilil-CoA ou na transferéncia da coenzima A para outra molécula, liberando uma
molécula de lactato. O ultimo gene da via anotado como transportador tipo MFS que
pode atuar na entrada do propionato na célula. Duas regides promotoras foram
identificadas entre o regulador transicional e o gene acil CoA desidrogenase,
indicando que os outros genes sao transcritos juntamente a este ultimo, como

esperado para de um operon. O operon descrito esta representado na Figura 27.

3539
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e acil CoA desidrogenase 4 CoAtransf/L-camitina desidr.
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Figura 26 — Organizagéo do operon envolvidos na via da a-oxidagédo.

5.7 Testes de diferentes estratégias para mutacéo dirigida

5.7.1 Sistema de delecéo sitio dirigida com plasmideos suicidas.
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ApOs os resultados das analises in silico do genoma, e apds a forte evidéncia
da presencga dos genes com potencial para estarem envolvidos na via a-oxidagao do
propionato, foram testadas estratégias para se obter uma uma cepa mais eficiente na
conversao de propionato em monémeros de 3HV inativada especificamente nas vias
envolvidas no seu desvio para a geracao de acetil-CoA, levando a formar 3HB ou
células em detrimento da geracao de 3HV.

Uma vez que o genoma foi sequenciado e os genes de interesse identificados,
foi possivel clonar as zonas de homologia para constru¢cdo dos cassetes de delegéo
que posteriormente foram inseridos em plasmideos suicidas, os procedimentos
utilizados para as clonagens estao detalhados no item 4.10. Esses plasmideos sao
classificados como suicidas porque né&o possuem origem de replicagdo para a
bactéria na qual se deseja fazer a delegdo. Desta maneira, estes precisam se integrar
no genoma, deixando de ser uma molécula extra cromossOmica, para se manterem
dentro da célula (SCHWEIZER, 2008). A escolha da regido a ser clonada foi feita de
maneira que as regides importantes para a transcricdo do possivel operon fossem
interrompidas, tais como sitios ativos e locais de interagdo com outras moléculas,
como ativadores transcricionais e regides de promotores. A Figura 27 mostra a
posicao das regides utilizadas como molde para construgao dos cassetes de delegao

e 0s possiveis sitios ativos que devem ser deletados apds recombinagao.

135
-35

e Y i B T e T
T | adl CoA dusidrogn nase ::‘» Co transt. /L-camitina desidr.
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lyskdel NSRS I
Bl CoA del
Dominio de ligagio de substrato  Dominio HTH  Dorminig C terminal

Figura 27 - Posigdo dos fragmentos lysR del e acil CoA del clonados para construg¢do do cassete de delecdo e possiveis
regides de interagGo com outras moléculas (dominio de ligagdo de substrato e promotores) e sitios ativos (dominio C
terminal) que devem ser retirados apds recombinagdo.

Inicialmente foi testado o plasmideo suicida pNPTS138 para construgao de
mutantes (DICKON ALLEY, M.R.K., trabalho ndo publicado). Para isso, foi inserido neste
plasmideo um fragmento de DNA de aproximadamente 783 pb que possui duas
regides de homologia ao DNA de B. sacchari, o fragmento lys del e acilCoA del, cada

uma com aproximadamente 390 pb, o alinhamento do sequenciamento dos
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fragmentos estdo em anexo (Anexo 5). O plasmideo contendo esta construgao foi
nomeado pNPTS138::a-oxdel.

Este cassete de delecdo pode se recombinar com 0 genoma em alguma das
regides correspondentes de homologia, carregando consigo o plasmideo,
interrompendo o operon com esta insergcdo. Apds este primeiro evento de
recombinacio, deve-se inocular a bactéria em meio contendo altas concentragdes de
sacarose, assim o segundo evento de recombinagao pode ocorrer. O segundo evento
de recombinagéo resultara em dois possiveis genotipos, podendo retomar o gendétipo
inicial retirando a sequéncia do plasmideo retomando o gendtipo selvagem, ou ainda,
se recombinar retirando o plasmideo e a regido entre as regides de similaridade ao
cassete, retirando uma parte importante para funcionamento do operon (Figura 28).
Esta segunda recombinacao pode ser detectada com a incubagéo do clone em meio
contendo alta concentragcédo de sacarose, pois estes plasmideos contém ainda o gene
de contra-selecao sacB que permite a seleg¢ao de clones que sofreram os dois eventos
de recombinagao (HOANG et al., 1998). O sistema de sensibilidade a sacarose, com
0 gene sacB de Bacillus subtilis codifica a levansucrase, que é letal na maioria das
bactérias gram-negativas na presenca de sacarose (Gay et al., 1983). A excisao do
plasmideo nas células pode, portanto, ser selecionada por crescimento num meio
contendo sacarose. Este sistema € amplamente utilizado na maioria dos plasmideos

suicidas comuns.

Primeiro evento de
recombinacdo

| her ST T T R o8 transferase fLcamitina desid. Sl tnso.d¢ merorans

Q Segundo evento de 27
q—\

recombinacdo 4——\

C 5 C g

T ) TR TSy ) LRI e
Restituic@o do gendtipo selvagem Mutante deletado

pNPTS138::a-oxidel

Figura 28 - Recombinagdo do plasmideo suicida pNTPS138::a-oxdel
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Para obtencdo destes clones deletados, a técnica de eletrotransformacao foi
utilizada para insergao do plasmideo na bactéria, porém, nenhum clone foi obtido em
nenhum dos experimentos com este plasmideo nem com primeiro evento de
recombinacgdo. Para a recombinagéo acontecer devem existir regides de similaridade
de pelo menos 300pb para recombinar e uma série de enzimas especificas
(recombinases). Durante o processo, algumas enzimas envolvidas atuam em DNA fita
simples, além disso a extremidade 3’ desta fita deve invadir o DNA de fita dupla para
iniciar o processo de pareamento (MARQUES, 2012). Durante a eletrotransformacéo
o plasmideo esta na forma de DNA circular e fita dupla, talvez por isso esta estratégia
nao tenha sido eficiente para realizagdo da mutacéo sitio dirigida.

A conjugacéo foi a segunda estratégia abordada para a mutagao sitio dirigida
com plasmideo pNPTS138::a-oxdel, pois desta maneira, durante a transferéncia do
plasmideo, com os fragmentos de similaridade, o DNA é transferido como fita simples
e linear, aumentando as chances de invasdao do DNA de fita dupla, iniciando o
pareamento para posterior recombinagdo (MARQUES, 2012).

Para os experimentos de conjugagao com o plasmideo pNPTS138::a-oxdel,
nenhum clone canamicina resistente foi obtido, apesar de inumeras tentativas,
alterando a concentracdo de antibidtico, modificando temperatura de incubacéao e
quantidades de in6culo. Nenhum clone foi obtido, nem para o primeiro evento de
recombinacdo. Desta maneira este plasmideo, ndo foi eficiente para obtencao de
clones com mutacao sitio-dirigida.

Como uma segunda opg¢ao de plasmideo foi utilizado o pEX18Ap (HOANG et
al., 1998), plasmideo gentilmente cedido pelo professor Rodrigo Galhardo, que
também é um plasmideo suicida e com mecanismo muito semelhante com
pNPTS138. Foi inserido neste plasmideo o mesmo cassete de dele¢cao construido
para o pNPTS138::a-oxdel, procedimento descrito no item 4.10.

Com este novo plasmideo pEX18Ap::a-oxdel, nenhum clone foi obtido com a
técnica de eletroporacao. Corroborando a hipétese, de que a recombinagédo homologa
€ mais eficiente quando o DNA que deve recombinar é transferido como fita simples
e linear, aumentando as chances de invasdao do DNA de fita dupla, iniciando o
pareamento para posterior recombinacao.

Apo6s a tentativa de obtencdo de clones por eletoporagdo nao ser bem-
sucedida, a conjugacéo foi a técnica de escolha para uma nova tentativa com este
plasmideo (item 4.10.4). Desta vez, muitos clones carbenicilina resistentes foram
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obtidos com esta técnica, ao contrario do que aconteceu com o plasmideo
pNTPS138::a-oxdel. Estes clones foram crescidos em LB por 18horas e
posteriormente inoculados LB sem cloreto de sédio acrescido de sacarose 20% para
selegcao de clones que sofreram o segundo evento de recombinagao. Os clones
capazes de crescer em sacarose foram inoculados em MMP, para teste fenotipico e
posteriormente foi realizada uma reacdo de PCR de colénia para confirmar o
resultado molecularmente.

Foram feitos varios experimentos de conjugacgao para transferéncia do pEX18::
a-oxdel, porém, em nenhum dos experimentos foi possivel isolar mutantes deletados,
ao final de cada 2 recombinagcdo, todas as colbnias testadas apresentavam
caracteristicas que indicavam a restituicdo do gendtipo selvagem ao invés de um
mutante nocauteado. Pois cresciam em MMP e a amplificacdo da regido de delecao
obtida pela reagao de PCR realizada em cada col6nia apresentava perfil de genotipo
selvagem. Mais de 100 clones foram testados molecularmente alguns deles estéao

representados na Figura 29.

Figura 29 - Gel de eletroforese do PCR de col6nia que buscava mutantes sitio dirigidos apds o segundo evento de
recombinagdo. Colntrole positivo foi a amplificagdo do cassete de delegdo presente no plasmideo.

Diante deste impasse, uma pesquisa foi realizada, com clones no primeiro
evento de recombinag&do, com o intuito de analisar em que local do genoma de B.

sacchari os fragmentos do cassete de delegdo estavam se inserindo, na regiao do
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regulador transcricional do tipo lysR ou na regidao do gene acil CoA desidrogenase,
visto que o cassete de delegdo apresentava fragmentos de homologia presentes
internamente nessas duas regides. Dois tipos reagdes de PCR foram feitos com as
mesmas linhagens recombinantes, uma das reagdes utilizou iniciadores que
amplificavam o regulador transcricional lysR e a outra iniciadores que amplificavam o
gene acil CoA desidrogenase, que também continha uma zona de similaridade com a
outra parte do cassete de delecdo. Com esta combinacao de reacbes era esperado
que o gene que nao sofreu a recombinagao fosse amplificado e o outro gene que
recombinou nado fosse amplificado devido seu tamanho aumentado (maior que
5842pb, tamanho do plasmideo).

Esta analise foi realizada para verificar se alguma das duas possiveis
recombinacdes se sobressai a outra para formagdo de nocautes ou restituicido de
gendtipo selvagem.

Ao final da reacao de PCR, foi feita uma eletroforese para analisar os genes
amplificados, porém foi verificado que as duas regides pesquisadas foram
amplificadas (Figura 30), apesar de todos os clones apresentarem resisténcia a
carbenicilina, sugerindo a presenga do plasmideo, apesar de ndo estar em nenhum

dos locais planejados para recombinacéo.

Figura 30 — Gel de eletroforese PCR de colbnia de clones carbenicilina resistentes do primeiro evento de recombinagdo. A-
Amplificagéo de fragmento do gene lysR contendo fragmento similar para recombinar com uma parte do cassete de delegdo
(aproximadamente 900 pb); B- Amplificagdo do gene acil CoA desidrogenase (aproximadamente 1770 pb), que contém um
uma zona similar para recombinar com uma parte do cassete de delegcdo; C+ (controle positivo); C- controle negativo.
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Este resultado sugere que a inser¢éo do plasmideo ocorreu em outra parte do
genoma. A recombinacao deve ocorrer entre fragmentos de DNA similares. Desta
maneira, foi pesquisado outros genes presentes no plasmideo que também poderiam
estar presentes no genoma de B. sacchari. Como a bactéria ndo possui resisténcia a
antibidticos betalactamicos, o gene de resisténcia do plasmideo nao foi pesquisado,
desta maneira, o gene escolhido para a pesquisa foi o sacB.

Em uma pesquisa feita no NCBI, foi verificado a presenca deste gene em outras
bactérias do mesmo género, como exemplo B. mallei ATCC 23344 (Schell et al, 2008).
A sequéncia do gene sacB presente nesta bactéria (Figura 31) foi utilizada para
pesquisa no genoma de B. sacchari. Esta pesquisa demostrou o alinhamento com
uma sequéncia de alta identidade (ldentities = 1084/1332 (81%), Gaps = 3/1332 (0%),
E. value= 0.0) com o a sequéncia do gene sacB, mostrando que foi identificado um

gene anotada como sacB em B. sacchatri.

NC_006349.2

ATGACATATTCCAAACAAGCCGTTTCCCGTCGACACAAACGTTTGGCCCTGAGCGCGGCCGCGCTCACCG
CAGCCGCTTGCATGTCGGCGCACGCGCAGAGCGACGGCGCCGGCCCCGCGCCGACGCCGCACACGCAGCA
GGCCTACGATCCCGAAAGCCATTTCACGATGCGCTGGACGCGCGCGGACATGCGTCAGATCGTCAAGCAA
TCGCACACGGCGGGCGCCGACAAGAACTCGCTGCCGCCCGCGCTGACGATGCCGGACATCGCGCAGAACT
TTCCGCTCGTCGATTCGAACGTGTGGGTATGGGATACCTGGCCGCTCGCCGACATGCGCGCGAACCAGTT
GAGCTACAAGGGCTGGGAAGTGATCTTCTCGCTGAGCGCCGATCCGCGCGCGGGCTACACGTTCGACGAT
CGCCACGTGCATGCGCGCATCGGCTTCTTCTATCGCCGCGCGGGCATTCCGGCTTCGCAGCGTCCGGCCA
ACGGCGGCTGGACCTGGGGCGGCCATCTGTTTCCGGACGGCGCGAGCGCGAAGGTGTTCGGCACCGLCGCC
GATGACGAACAACGCCGAGTGGTCCGGCTCCGCGCGCCTCACGCACGGCGAGAACGTCAGCCTCTACTAC
ACCGCGCTGTCGTTCAATCGCTCGGCGCCCGGCGGCGCCGACATCACGCCGCCGATCGCGATCATCACGC
GCGCGGACGGTCACATCCACGCGGACGACAAGCATGTGTGGTTCTCGGGATTCGACGATCACAAGGCGCT
GCTGCAGCCTGAAGGCAAGATGTACCAGACGGGCCAGCAGAACACTTACTACTCGTTCCGCGATCCGTTC
GTGTTCACCGATCCCGCGCATCCGGGCAACACGTACATGGTGTTCGAGGGCAACACGGGCGGCCCGCGLG
GCGCGCGCACCTGCACCGAAGCCGATCTCGGCTACGCGCCGAACGATCCGTATCGCGAGGATCTGAACGC
GGTGATGAACCTGGGCGCAGTGTATCAGAAGGCCAATGTCGGCCTCGCGATCGCGACGAACCCGCAACTG
ACCGAGTGGAAGTTCCTGCCGCCGCTGCTGTCGGCGAACTGTGTCGACGATCAGACCGAGCGTCCGCAGA
TCTATCTGAAGGACGGCAAGTACTACCTGTTCACGATCAGCCACCGGACGACGATGGCCGCCGGCATCGA
CGGCCCGGACGGCGTGTATGGCTTCGTCGGCAACGGCATCCGCAGCGATTTCCTGCCGCTGAACGGCGGC
AGCGGCCTCGTGCTCGGCAACCCGACCGACTTCTCCGCGCCCGCCGGCGCGCCGTACGCACAGGACCCGA
ACCAGAACCCGCGCGCGTTCCAGTCGTACTCGCACTACGTGATGCCGGGCGGGCGCGTCGAGTCGTTCAT
CGACGCGATCGGCGCGCGGCGCGGCGGCACGCTCGCGCCGACGGTGAAGATCGACATCCACGGCGATTCG
ACGACGGTCGACCGCGCGTACGGCGCGGGCGGCCTCGGCGGCTACGGCGACATTCCCGCGAACCTGCCGG
CCGTGGGCGCAGGCCACCACGACTGA

Figura 31 - Sequéncia do gene sacB presente em B. mallei ATCC 23344 utilizado para pesquisa no genoma de B. sacchari.

Este resultado, porém, ainda ndo comprova que a recombinacdo possa ter
ocorrido neste ponto. Estudos sugerem que existe a necessidade de um alto grau de
homologia, sequencias para o sucesso da recombinagdo homologa, em linhagens

selvagem de E. coli, a redugdo da similaridade de 100% para 90% diminui a
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frequéncia de recombinacdao em 40 vezes (Shen;Huang,1986), Desta maneira uma
alinhamento entre a sequéncia do sacB o plasmideo pEX18Ap e da B. sacchari foram
alinhados no CLUSTAL, visto que no BLAST este alinhamento ndo se demonstrou
possivel.

Apesar de algumas delegdes e trocas de base, podemos notar visualmente que
existe uma similaridade entre elas, porem nada que comprove similaridade suficiente

para que ocorra a recombinagdo homologa.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Bsacchari --ATGCGCAAACGTTTGAC-GGCTGGGCTCGCA---GCGGT-TTGGGCAGCC——-G-—-—
Cloning TTATTTGTTAACTGTTAATTGTCCTTGTTCAAGGATGCTGTCTTTGACAACAGATGTTTT
* * * * kX **  x * K * k% *k*k kk Kkk Kk kk * *
Bsacchari -GCGCCTTGCCGGTTCATGCCCAGACTTCGCCCCAGGGATCAGG-TTTCCCCGCTCCGAC
Cloning CTTGCCTTTGATGTTCAGCAGGAAGCTAGGCGCAAACGTTGATTGTTTGTCTGCGTAGAA
* Kk k Kk Kk * kk kK * * Kk R S R * Kk Kk * ok x * Kk
Bsacchari TG--CGCATACACAGCAGGCCTACGATCCCGAGGCC-———===—====——==-— GACTTC
Cloning TCCTCTGTTTGTCATATAGCTTGTAATCACGACATTGTTTCCTTTCGCTTGAGGTACAGC
* * * * % **x K *kk Kkkx * x *
Bsacchari ACGATGCGCTGGACACGAGCGGACATCCGGCAGATCCTCGCGCAGTCCCATACTGCGACG
Cloning GAAGTGTGAGTAAGTAAAGGTTACATCGTTAGGATCAAGATCCATTTTTAA--CACAAGG
**x K * * % * Kk k Kk k * Kk kK **x K * * Kk x
Bsacchari GCAGTGGACAAGAACTCGCTGCCCCAGGCACTGAC--GATGCCTGATATTCCGCAGGACT
Cloning CCAGTTTTGTTCAGCGGCTTGTATGGGCCAGTTAAAGAATTAGAAACATAACCAAG-———
* kx k% * K * x * kk *x % * % * k% * * %
Bsacchari TTCCGTTGATCAACCCGAACGTGTGGGTGTGGGATACGTGGCCGCTCGCGGATGTTCGCG
Cloning  ————-=-—————- CATGTAAATATCGTTAGACGTAATGCCGTCAATCGTCATTTTTGATC
* * K * Kk x % * * ok * ok * k% * kK
Bsacchari CGCACCAGTTGAGTTACAAGGGCTGGGAAGTCATCTTTTCGCTTACGGCGGACCCCCATG
Cloning CGCGGGAGTCAGTGAACA---GATACCATTTGCCGTTCATTTTAAAGACGTTCGCGCGTT
* %k * % K * k% * % * * * x * k kX Kx* * k kx %x
Bsacchari CTGGTTACACGTTCGATGACCGACATGTACATGCGCGCATTGGCTTCTTTTATCGTCGCG
Cloning CAATTTCATCTGTTACTGTGTTAGATGCA-ATCAGCGGTTTCATCACTTTTTTCAGTGTG
* * % * * * % * kkk Kk k% * % % * % * Kk kkk k% * ok
Bsacchari CAGGCATACCCGCGTCGCAAAGGCCGGCTAATGGCGGTT-GGATCTGGGGCGGCCATTTG
Cloning TAATCATCGTTTAGCTCAATCATACCGAGAGCGCCGTTTGCTAACTCAGCCGTGCGTTTT
* * %k * * * K * * kk Kx% * k% * k% * Kk k%
Bsacchari TTCCCGGACGGCGCGAGCGTCAAAGTATTCGGCACGGCGCCTATGACCAACAATGCTGAA
Cloning TTATCGCTTTGCAGAAGTTTTTGACTTT————-————-————-———- CTTGACGGAAGAA
* * * * * * * Kk * *x k% * * * * Kk Kk
Bsacchari TGGTCGGGTTCTGCGCGCTTC-————=————==——- ACTGGGGGCGACAACGTAGACGTC
Cloning TGATGTGCTTTTGCCATAGTATGCTTTGTTAAATAAAGATTCTTCGCCTTGGTAGCCATC
**x ok * kK Kkk*k * * * % x *xkk*x ok k%
Bsacchari TACTATACGGCGTTGTCATTCAACCGCTCGGCACCCGGTGGATCGGACATTACCCCGCCG
Cloning TTCAGTTCCAGTGTTTGCTTCAAATACTAAGTATTTGTGGCCT-——--— TTATCTTCTAC
*x K *  *x *  * * k kK k * % *x K * * * * Kk k K

Bsacchari ATTGCGATCATCACCCGGGCGGATGGCCATATTCACGCAGACGACAAGCACGTCTGGTTC
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GTAGTGAGGATCT-—————————————————— CTCAGCGTAT--—-—— GGTTGTCGCCTGA

* kK x * K x * % * * * K % *

ACCGGTTTTGACGATCACAAGGCACTGCTGCAACCCGATGGGGTGATGTATCAAACCGGC

GCTGTAGTTGCCTTCATCGATGAACTGCTGTACATTTTGAT-AC-GTTTTTCCGTCACCG
* ok *ok Kk x * ko Kk KkkkkKk K * Kk ok *

CAGCAGAATGACTACTACTCTTTCCGCGATCCCTTCGTATTCACCGATCCGGCGCATCCG
TCAAAGATTGATTTATAA---TCCTCTACACCGTTGATGTTCAAAGAGCTGTCTGATGCT

kkKk kxxk K kK * ok kk kk Kk Kkkkk kK K Kk Kk KKk K
GGCAAG-————————— ACGTTCATGGTGTTTGAAGGCAACACGGGCGGTCCACGTGGCGC
GATACGTTAACTTGTGCAGTTGTCAGTGTTTGTTTGCCGTAATGT-——--TTACCGGAGAA
* * K% * Kk Kk kK k Kk kK kK * K * * * K *

GCGTACCTGTAGTCAAGCTGATCTTGGCTACGCGCCCAACGACCCGTACGCCGAAGACCT
ATCAGTGTAGAATAAACGGATTTTTCCGTCAGATGTAAATGTGGC-—————==——-———— T

* *x ok k% * Kk * * * Kk Kk * *

GAATACGGTGATGAACATGGGCGCCGTTTATCAGAAGGCAAACGTGGGCCTCGCCGTCGC
GAACCTGACCATT--CTTGTGTTTGGTCTTTTAGGATAGAATCATTTGCATCGAATTTGT

* Kk Kk * * K *x kK Kk *k kK kK kK X * Kk kK K% * Kk Kk Kk * K

GACCAACAA----GCAGCTAACCGAGTGGAAGTTCCTTCCGCCAATCCTCTCGGCGAACT
CGCTGTCTTTAAAGACGCGGCCAGCGTTTTTCCAGCTGTCAATAGAAGTTTCGCCG-ACT

* * * kK * ok k% *x ok * Kk kkk kk kokk

GTGTGGACGACCAGACCGAGCGGCC—===—— GCAGATTTACATGAAGGACGGCAAA-——-

TTTTGATAGAACATGTAAATCGATGTGTCATCCGCATTTTTAGGATCTCCGGCTAATGCA
* Kok K,k Kok * Kk Kk kkxkk x k% *kkok kK

—-—TACTACCTGTTCACGATCAGCCACCGCGCGACCATGGCCGCAGGCGTTGATGGACCGG
AAGACGATGTGGTAGCCGTGAT--AGTTTGCGACAGTGCCGTCAGCGTTTT-GT-AATGG

* Kk Kk * Kk Kk * * K * * Kk Kk kK * Kk Kk * Kk Kk * K * * K

ACGGCGTGTACGGATTTGTCGGCAACGGCATCCGAAGCGATTTTGAGCCGCTGAACAAGG
CCAGCTGTCCCAAACGTCCAGGCCTTTTGCAGAAGAGATATTTTTAATTGTGGACGAATC

* kK * * * * Kk Kk * K Kk Kk Kk kK Kk * * K * K

GCAGTGGCCTTGTCCTCGGTAACCCGACGGACTTTAGTGCACCGGTTGGAGCACCCTATG
GAACTC---AGGAACTTGATATTTTTCATTTTTTTGCTGTTCAGGGATTTGCAGCATATC

* k% * **x Kk kK * % * * % * k% L I S

CCGAGGATCCGAACCAGAATCCGCGTGCATTCCAGTCTTACTCGCACTACGTGATGCCAG
ATGGCGTGTAATATGGGAAATGCCGTATGTTTCCT-————————— TATAT--——————— G

* * * * % * * % % * kK * % *

GCGGACTTGTGGAGTCGTTCATCGACGCCATCGGGGCGCGCCGCGGCGGCACGCTCGCTC
GCTTTTGGTTCGTTTCTTTCGCAAACGCTTGAGTTGCGCCTCCTGCCAG—————— CAGTG

* * *  *x *x Kk xk * % k% * * K x Kk * * k% * *

CGACTGTAAAGGTAAATATCAGCAGCACTTCAACGGCAGTCGATCGGACGTACGGCACCG
CGGTAGTAAAGGTTAATACTGTTGCT---TGTTTTGCAAACTTTTTGATGTTCAT—————

* K KAk kA kkhkkKk Kk k*k * Kk Kk * * kK Kk Kk

GTGGCCTAGGCGGCTACGGCGATATCCCTGCGGACATGCCTGCTGTGGGCGATGGCCACG
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Desta maneira, ndo se sabe ao certo onde esta ocorrendo esta recombinacao,

diante disso outro plasmideo suicida que ndo possui o sacB foi adotado para a terceira
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tentativa de obtencdo de um mutante sitio-dirigido ou outro cassete de delegao deve
ser construido com zonas de homologia maiores, visto que a frequéncia de
recombinagcdo aumenta com o tamanho do fragmento homologo. Diante disso, um
ultimo plasmideo suicida foi testado para constru¢do do mutante sitio-dirigido, o
plasmideo pKNOCK, gentiimente cedido pelo prof. Benny Spira, foi escolhido por néo
possuir nenhum gene de contra selegdo o que possibilita apenas um evento de
recombinacdo, que deve interromper o gene de interesse impedindo sua transcrigao.
Assim, foi dado a preferéncia para utilizagao deste plasmideo, ao invés da constru¢ao
de outro cassete de delegao para continuar a utilizagao do pEX18Ap.

O plasmideo suicida pKNOCK, foi utilizado possui origem de replicacdo
dependente da proteina Apir (ALEXEYEV, 1999), desta maneira ele deve se replicar
apenas se o hospedeiro for capaz de produzi-la ou se o plasmideo se integrar no

genoma (Figura 32).
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Figura 32 - Esquema de recombinag¢do do plasmideo pKNOCK

Para que ele se integre no genoma um cassete de delegdo com apenas uma
zona de homologia ao DNA genbmico deve ser inserido nele. Um inserto de
aproximadamente 879 pb, presente em uma regido intermediaria do gene acil-CoA
desidrogenase, foi clonado e inserido no pKNOCK. Os procedimentos utilizados na
clonagem estao descritos no item 4.10, o gel de eletroforese contendo o produto de
PCR utilizado para confecgao do cassete de delecao esta ilustrado na Figura 33. Com

este tipo de fragmento contendo apenas uma zona de homologia, a inser¢ao do
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plasmideo no genoma ocorreria no meio do gene, interrompendo a transcrigao do

mesmo.

1000

— - —

Figura 33 - Gel de eletroforese do produto de PCR de 879pb do inserto clonado no pKNOCK.

Assim como os outros dois plasmideos, para o pKNOCK::Aa-ox foram feitos
experimentos de transformacao via choque elétrico e conjugacéo, como esperado ndo
houve a presencga de clones canamicina resistentes para a eletrotransformacao, por
motivos ja discutidos acima. Desta maneira, foi realizado um experimento de
conjugacgao para transferéncia deste plasmideo para B. sacchari, o procedimento
utilizado foi detalhadamente descrito no item 4.10.6.

Para o experimento de conjugagdo, nenhum clone canamicina resistente foi
obtido. O que sugere que nao houve evento de recombinagéo.

Considerando que nao houve sucesso na utilizagdo de nenhum dos trés
plasmideos suicidas, deve considerar que o evento de recombinag¢ao é bem dificil de
se obter em B. sacchari, devendo ser mais amplamente estudado. Apesar de
apresentar clones resistentes carbenicilina para o plasmideo pEX18AP, a
recombinacdo ndo ocorreu no local desejado, supondo-se que se tratava de uma
recombinacdo no gene sacB, que possui tamanho de aproximadamente 1500 pb.
Talvez o tamanho do gene que supostamente recombinou seja um fator determinante
para a melhora no evento de recombinagao, pois este possui aproximadamente 1500
pb, enquanto que as outras zonas de homologia variaram de 390 — 900 pb.

O pNPTS deve ser um plasmideo de escolha cautelosa, pois em trabalhos
realizados por Mendonga (trabalho nao publicado), também nao foram bem sucedidos

na obtencao de mutantes.
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Embora a utilizagado deste método com plasmideo suicida seja aparentemente
facil com muitas bactérias, permanece muito dificil ou impraticavel com outras. O
meétodo classico de utilizagdo de um plasmideo suicida que é incapaz de replicar na
cepa estudada para inativado o gene no cromossomo é muitas vezes nao eficiente
porque a frequéncia de eventos de dupla passagem pode ser baixa ou porque pode

ocorrer recombinacgao ilegitima (REYRAT, et al 1998).

5.7.2 Sistema CRISPR-Cas

ApoOs inumeras tentativas, sem sucesso, de delegédo sitio-dirigida com
plasmideos suicidas, outra estratégia de delegéo foi adotada. Para isso, foi escolhido
o sistema de dele¢cdo CRISPR-Cas.

Neste sistema deve-se inserir na bactéria que se deseja realizar a mutagao um
plasmideo pCas9 que transcreve a enzima Cas9, que reconhece e clivar sequéncias
de DNA especificas pareadas com RNA guia. Esta sequéncia de RNA guia deve ser
transcrita por um segundo plasmideo o pTargetF que deve conter uma sequéncia de
DNA guia (gDNA) de 20 nucleotideos para que ocorra o annealing e
consequentemente o reconhecimento da regido pela enzima Cas9 para corte. Esta
regido deve estar inserida logo apés a uma regido NGG (JIANG, 2013; JIANG, 2015).

DNA é clivado neste ponto sinalizado, desta maneira, o sistema de reparo da
célula comeca a atuar para reparar o dano. Neste momento, deve-se estar disponivel
na célula um DNA doador que possui zonas de similaridade as regides que flanqueiam
o corte para facilitar a recombinagdo. O DNA gendmico que sofreu o corte deve sofrer
acao de enzimas para expor uma fita simples 5’ para que esta possa invadir o DNA
doador para iniciar uma nova sintese com o intuito de religar o DNA. Como o DNA
doador, ndo possui as regides de annealing dos RNAs guia, ndo ocorrera um novo
corte, ou seja, a célula recombinante perdera a regidao entre os 2 RNAs guia (JIANG,
2013; JIANG 2015).

Desta maneira, os gDNAs foram sintetizados juntamente com o RNA scaffolds,
para que fossem juntamente transcritos em RNA guia para sinalizagao do local do
corte. Este DNA foi inserido no plasmideo pTargetF, que foi renomeado para
pTargetF::gDNA (item 4.11.1). Na figura 34 esta identificado os locais escolhidos para
desenhar os gDNAs e os bragos de similaridade para montagem do DNA molde para

recombinacgéo.
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Brago 1 FW (25,031 .. 25,063) P2 multiplex (25,217 .. 25,248) P3 multiplex (25,551 .. 25,582) Brago 2 RV (25,755 .. 25,786)
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Figura 34 — Esquema de transformagdo com CRISPR. llustrando as regides utilizadas para construgdo dos bragos homdlogos,
delimitados pelos iniciadores em destaque e DNA guias nomeados na figura como guide 1 e guide 2.

Os bracos de similaridade ao DNA gnémico foram construidos de acordo o item

4.11.1 os bragos possuem aproximadamente 1600 pb de tamanho (Figura 35).
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Figura 35 - Gel de eletroforese demonstrando a amplifica¢do dos bragos de similaridade (aproximadamente 1600 pb) (DNA
molde).

Apoés a construcdo de todas as ferramentas necessarias para o experimento
de delecdo com CRISPR-Cas, plasmideos pCas9 e pTargetF::gDNA e bracos de
homologia. O experimento de delecdo em si foi iniciado, realizando-se transformacao
com os plasmideos e DNAs molde (bracos de similaridade). O procedimento esta
descrito no item 4.11.1. Ao final do experimento as células que receberam os
plasmideos e DNA molde foram inoculadas em meio LB contendo espectinomicina
como agente seletivo, pois teoricamente s6 devem sobreviver células que contenham
o plasmideo pTargetF::gDNA (resistentes a espectinomicina) e que conseguiram
escapar da clivagem da Cas9, recombinando com o DNA doador.

Foram obtidos alguns clones neste experimento. Estes clones passaram por

uma triagem, foram feitos PCR de col6nia com o intuito de se encontrar os clones que
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perderam um fragmento de 300pb do seu genoma, para isso utilizou-se iniciadores
externos a zonas de similaridade (Figura 37). Todos os clones apresentaram bandas
iguais ao controle selvagem, demonstrando que ndo houve a recombinagdo com o
DNA molde. Os clones resistentes a espectinomicina que nao perderam o fragmento
de DNA, podem ter sofrido uma mutacdo pontual na regido de corte da Cas9, que
proporcionou a sobrevivéncia da célula. Estes clones ainda, foram inoculados em
MMP para teste fenotipico, para confirmar se esta possivel mutacdo poderia ter
interferido no fendtipo, pois poderia alterar quadros de leitura, porém todos
cresceram, comprovando que a bactéria ainda esta transcrevendo os genes da via.

Figura 36 - Gel de eletroforese com col6nias obtidas no experimento de obten¢Go de mutantes sitio dirigido CRISPR-Cas. C+
(DNA de linhagem selvagem) banda de aproximadamente 2900pb C- (auséncia de DNA).
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6 CONCLUSAO

A seguir se encontram 0s objetivos propostos neste trabalho delineados, a
hipotese a ser corroborada com o cumprimento dos objetivos e as conclusées do
trabalho:

- As analises in silico permitiram a concluir que os genes pesquisados e que
possivelmente atuam na via da a-oxidagéo de propionato, estéo presentes no genoma
de B. sacchari. Estes parecem estar organizados em um operon, pois foi observado
a presenca de apenas promotor apenas jusante ao gene acil CoA desidrogenase,
primeiro gene da organizacdo do operon, seguidos por CoA desidrogenase/L-
carnitina desidratase e transportador MFS. A jusante deste operon estd o regulador
transcricional tipo lysR que é transcrito pela outra fita de DNA. Esta andlise
computacional possibilitou analises in vivo que comprovaram a que a clonagem
desses genes em mutantes UV prp- proporcionaram a sua complementacéo, pois
estes tiveram seus fendtipos selvagem prp* restituidos

- A complementacdo com os fragmentos clonados permitiram concluir que os
genes pesquisados atuam na via da a-oxidacdo do catabolismo de propionato em B.
sacchari e que o gene mutado na linhagem LFM177 provavelmente se trata da
propionil CoA desidrigenase.

- Ensaios em frascos agitados permitiram avaliar a eficiéncia de conversao de
propionato a 3HV em comparacao a linhagens controle prp- (LFM 177) e selvagem
(B. sacchari LFM 101), demonstrando que a complementacéo foi eficiente em restituir
o fendétipo, deixando a linhagem complementada até mais eficiente em consumir o
propionato para producdo de energia, ao invés do seu uso para producdo de 3HV,
muito possivelmente devido ao numero de coépias dos genes disponiveis para
transcricao.

- Apés estabelecida a presenca dos genes pesquisados no genoma, a busca
por um mutante sitio dirigido foi muito importante para obtencdo de outra prova
molecular da existéncia do operon, dessa vez por dele¢cdo dos genes e perda do
fendtipo. A producdo de uma linhagem deletada também é desejavel para obtencéo
de uma cepa industrial com teores maior com mondmero de 3HV no copolimero.
Porém as ferramentas disponiveis que foram testadas ainda ndo se mostraram
eficientes para delecdo de genes nesta bactéria, mostrando que estudos ainda devem

ser feitos com o intuito de encontrar a melhor técnica de delecdo em B. sacchari.
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Neste estudo, podemos verificar que o plasmideo pNPTS deve ser uma escolha
cautelosa para proXimos experimentos, visto que inUmeras tentativas nao
proporcionaram nenhum evento de recombinagéo. Ja os outros plasmideos, devem
ser mais estudados para uma possivel padronizacdo da técnica, como exemplo,
aumentar o tamanho dos cassetes de delecdo para aumentar a possiblidade do
evento de recombinacdo. A ferramenta CRISPR-Cas, ainda pode ser uma técnica
promissora, porém neste trabalho ndo foi amplamente testada, pois ndo houve tempo
hébil para sua padronizacdo. Sendo uma alternativa que ainda deve ser amplamente

estudada para edicdo do genoma.
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D. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene do Transportador.
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Alinhamento Fragmento LysR diretamente no genoma (SnapGene Viewer,

2015) e no BLAST.

[LUYYdaCyLyCLaCUyYUayCUaadyCyUUraCyUaraC CyyYaCiCyLyyacyUlaaylal LCCLadUyaacyyLiyCcyyrriiyiyyrycycyaycy

:yn' . R |
= L —
— cgcccatgttgeccgagecgecgecgggecacgagegecgatgecccatgecgaactccaccatecgtcaccacggtctgecataagegegecctegtgacggatctyg

' ! ' ! ' N : ' ' ! ' ! ' ' ' ! ' ' ' !
> t t t t t t t t t t

gcgggtacaacggctcgecggcgcccgtgoctegecgectacgggtacggettgaggtggtagcagtggtgeccagacggtattegecgecggagcactgectagac

L
“
A

I . N E———
lysR del

& tggactgaagcctg:atcca:gcatgt::gcgatga\tctgatcgtgataatgr:ggcga:alccgagcgcggaaacaaaatgaacggctcgcgcgcgagcgcg
. ' I ' f ' ! ' f ' ! ' 1 n 1 ' T n 1 ' 1
acctgacttcggacgtaggtgcgtacagcgoctactagactagcactattacgecgetgtggetegegectttgttttacttgeccgagegcgegetcgege

o
o
=

A

lysR del

gcgagctcgatgecgecttgegececgegegaageggtggeccgecggcaggcagcacagaaatggectcggaaaatageggectecgattgecacctecggecaggaa
1 ' 1 1 1 ' ! ' f ! ' f ' f

cgctcgagctacgcgaacgcggcgecgcttcgecaccgggcggecgteccgtegtgtetttaccgageccttttatcgecgaggetaacgtggageecgtectt

agcgcccccagtgecgecgaagecccagatcgatatgecaaacgetgeagecgeatggacctgetecgatggtgttcatectegegecagecacgaccteccaccgeggg
' I ' 1 ' 1 + 1 ' 1 ' ! ' 1 ' ! ' 1 ' 1
+ t + 1 + 1 + 1 + 1 + + + + + + + + + +

% |Find DNA sequence: ¥ | CCGABCGCGBAAACAAAATBAACGECTCGCECECGAGSECEECEABCTCEATECGCTTESECCGCECEAAGCEEKEGCCCBCCEGCARECAGCACARAA ¥ imatch

Q | Map | Sequence | Enzymes | Features | Primers | History

Range 1: 1700142 to 1700270 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
212 bits(234) le-52 182/229(79%) 0/229(0%) Plus/Minus

Features: |yoR family transcriptional requlator

Query 455 TCCGAGCCATTTCTGTGCTGCCTGSCGES6GGCCACCaetteg caag atc 514
FEEERLEE 10 L PP 11l LD TEEETEErernn o Il
Sbjct 1700370 TCCGAGCCGTITCCICIGCTGCCTGCCCGCGACGCATCEGECTCGCGCGECGCAGGCGCGTC 1700311

Query 515 gagete cgcgcgcgRGOCGTICWITIIGTITCCSCGCICGEKGICSCCECAT 574
[N PELEEEEEEErr it i Il [
Sbict 1700310 GATCICGCGGCGCICGCGCACGAGCCGTTCATCCTGTTCCCGCGCGATGCGECGCCCCAC 1700251

Query 575 TATCACGATCAGRATCATCGCCACATGCGTGGATGCGEGCTTCAGTCCACAGRTCCOGTCAC 634
FEEETEEEEL Tl [Ny ELEEETTEEELEE FEEEEErnrd
Sbjct 1700250 TATCACGATCICATCATCGCGCAGTGCGIGAGCGCGEECTICAGTICCEGCAGATCCGTCAC 1700191

Query &35 GAGGCGCGY TTWIGGCAGRCCGT GETGRCGATGGIGEAGTICGECATGE 683
[ N ey
Skject 1700180 GAGGCECGCCICIGGCAGACGETGCTGACGATGETCGAGTTCGAGATGE 1700142

BIDownload v GenBank Graphics

Burkholderia pseudomallei strain vgh16W chromosome 1, complete sequence
Sequence ID: gblCP012517 1| Length: 4038845 Number of Matches: 1

Range 1: 2778784 to 2779012 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
212 bits(234) le-52 182/229(79%) 0/229(0%) Plus/Plus

Features: |ysk family transcriptional requlator

Query 455 TCCGAGCCATTTICIGIGCTGCCTGSCGESGEECCACCgottogogoggogeaagegeate 514
FEEEEEEE L rrerrerrr 1l UL TEEEEEErerer teen 1
Sbkjct 2778784 TICCGRAGCCGEITCCICIGCIGCCIGCCCGCGACGCATCGECTCGCGCGECGCAGECGOGTC 2778843

24,700

24,500

24,500

25,000

Previous

[] Deseription Panel

Alinhamento: Fragmento acil-CoA del diretamente no genoma (SnapGene

Viewer, 2015) e no BLAST.

v
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o
o
>

LE

10, 20 30! 40! 50 60! 70! 80! 90! 100
acgagcgaagcgtcctgaagetgtgegagatggteccgegctacaagtactggetegtccggegeccgagectgecagegegegtageggtgegegeggty

acil CoA del

gaaggagcgcggcgcgaacggcgaggatgtcgagggegtotggogeotgcacggcgacaagtggttotgotcgaacgecgacgecgatctegogatggty
' ! : ! H ! ' ! ' ! : ! . ! . ! : ! L )

t t t t t t t t t t
cttcctegeogecgegettgecgetcctacagetcccgocagaccgecggacgtgeccgectgttcaccaagacgagecttgeggetgecggectagagegetaccac

>
acil CoA del

ctcgcgegocgecgagaacgcgecgactggcatcaagggecctecgeccctecttectgectgccaaagacgetgeccgatggcacgecgcaaccactaccgecatey
' 1 ; ! ' ! ' ! ' ! . f ' I ' ! ' ! ' I

T T T
gagcgcgecgcggetcttgegeggetgaccgtagtteccggagecgggagaaggacgacggtttetgegacgggectaccgtgegecgttggtgatggegtage

- orovioni CoAdesidrogensse
acil CoA del

>

tgcgecctgaaggacaagectcggecagtecgectcgatggegageggcgagatecgtgetecgaaggegegeaggegtatctgattggecgaagtgggecgeggttt
! ' ' ! ' ! ! ' ! !

t T + T + T + T + T t t t t + t + 1 + t
acgcggacttcctgttcgagecgtcagegagectacegetegecgectectagecacgagettcegegegtcogeatagactaaccgettcacceggegecaaa

>
acil CoA del

tcatcagatggccgacatgatcaacatgtcgegtetgtcgaacggcgtgegegeggegggectcatgocgecgcgegeteaccgaggcactgcacgttgeg

26,200

26,300

26,400

x ‘F\ndDNA sequence: v‘ ‘CATCGGECAGCGTCTTTEGCAGCAEGAARAEEGSEAGECCCTTGATGCCAGTCGESGCETTYTCG v | imatch

| previous | [ hext

Q[ Mep | Secuence | Enzymes | Features | Primers | History |

Score

Expect Identities Gaps Strand

284 bits(314) 2e-74 233/289(81%) 9/289(3%) Plus/Minus

Features: acyl-Coa dehydrogenase

Query 344 ACTTCGACACGCTCTACCAGGGCGCGATGTTCATGACCGAGCAGGCCGCEGEGCTCGEACE 403
Sbicr 2351495 ACTICERCACUICTACCASEAC AT AT TCAT A AL LA ot Lo e L TLCiALE 2351440
Query 404 IvkvkvkyWwICGCCACGCGORCCACGRAGEAGCGCGGCGCEAACGECEAGEATGICGAGE 463
Sbjct 2351439 {CGGCCGGA{[LE‘%EI:G,]!;EEI%EI:E'%[I:E[‘:GAE ————————— EIfIELEI:El%MJ‘BCEIfEl%LEl:EI%IEl%CACEI%GEI:E!}AE!}A 2351389
Query 464 GCGICTIGECGCCTGCACGECGACARGTGEIICTGCICGARCECCGRACECCGATYTICGCGRA 523
Shjot 2351388 COATCTGALECCTEACEEACEACAACTEETTICTECTCEARCCLCtAEE AT T A 2551525
Query 524 TGETGCCCGCACGCGCCGAGARCGCGCCGACTGECATCARGGFCCTCGCCCICTTICCIGE 583
Sbict 2951328 TEATECTCACGOAECEEACEaaCEeE A AT AL SAC TS TG ITENTEE 2951268
Query 584 TGCCARAGRCGCTGCCCGATGGCACGCGCARACCACTACCGCATCGTGCG 632

Sbict 2351268 TGCLGRALACGCTECLGEACEEACEUEERACTAbtEaATCRIStS 2551220

Range 2: 2352601 to 2352913 GenBank Graphics A Previous Match —i\ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand

194 bits(214) 3e-47  229/314(73%) 3/314(0%) Plus/Minus

Features: transcriptional regulators, LysR family

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Skict
Query
Sbict
Query
Skict

& CGCG-GECACGAGCGCEATGCCCATESCEARCTTCWCMARCGKCACCACGETCTGCCATA 64
LEEE LEEEE PERERErreerertt el | [
2352913 CGCGCGECACCAGCGCGATECCCATCCCGARTTCGATCATCGACAGGATCETCTGCCACA 2352854

&5 AGCGCGCCTCEKGACGERATTTGRGCACTGAMGCCCGCATCCACGCATGTCEOGATGATCT 124
N N e N e LEELEETTL
2352853 GOCGCGCCICETGECGERTCAGCGEACTGARTCCCGCGTTCACGCACTGCGCGATGATCA 2352794

125 GATCGIGRTARTGSGGCERCMCCGAGCGCEEARRCARRRTGRARACGECTCGCGCGCGRGSE 184
LR e | FELLLLEEEEE b ree 1t
2352793 GGTCGTGATAGTGCGGTGCGECGTCGCGCGEARRCAGGATGAACGETTCGETCGCGRAGCG 2352734

185 CGGCGAGCTCEATGCGCTTESGOCECECGARGCGERGECCCG-COGGCAGECAGCACRARA 243
[LLLLLL L] L O O e N N e Ny
2352733 TGECGAGCGCEACCTGCCTECGCCECECCA-GTGEATGCECGECCEECAGECAGCACACE 2352675

244 ARTGGCTCGEARARTGESGECTCCRATTGCACCTCGECAGEARRGCGCCCCCAGKGSECE 303
[ | N N N N |
2352674 ARCGGCTCCECATAGRCGGECACCGATICCACCTCGEECGEGARGTGGCCCCAGTGCECA 2352615

[ Description Panel
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F. Pesquisa genoma de Ralstonia eutropha (BLASTX) da sequéncia do

regulador transcricional lysR.
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G. Pesquisa genoma de Ralstonia eutropha (BLASTX) da sequéncia do gene

acil CoA desidrogenase.
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CoA transferase/L-carnitina desidratase.
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H. Pesquisa genoma de Ralstonia eutropha (BLASTX) da sequéncia do gene
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I. Pesquisa genoma de Ralstonia eutropha (BLASTX) da sequéncia
transportador.
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J. Construcdes com genes do operon da a-oxidagéo.

pBBR1 MCS2_ACL1
PEBRIMCS2Z_ACL2
5228 bp o

pPBERIMCSZ_ACL3 PBBR1MCS2_ACL4.
B280 By 10,618 bp
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K. Mapa do plasmideo pNPTS138

Snabi.T7.Spel Apal Munl NgoMI KasI HindITI PstI EcoRV.BamHI EcoRI Nhel Eagl Miul BspEL BsrGL.SphI Sall.

A
Pl

\\l" 1‘:7(:?

A<
Xhol—| pNPTS138 |

W 5.36 kbp N
Xbal P § //

\ 6@ y Clal
Clal fiai. P’ 4
R

Clal

Fonte: M.R.K. Dickon Alley, trabalho n&o publicado.

L. Mapa do plasmideo pEX18ap

pPEX18Ap
5842 bp

CAP binding site

ac operator

(rmB T2 terminator]



M. Mapa do plasmideo pKNOCK

Mlul Te Mlul

H BROOuRle
2.2 kb
Mlul Mlul
Gm pKNOCK-Gm
H 16 kb
Mlul Cm Mlul
pKNOCK-Cm
H 1.8 kb
Mlul
Krm Mlul
—| PADRACR -
2.0 kb
Mlul AP Mlul

pKNOCK-Ap
2.0 kb

Mlul Mlul
Kpnl

Polylinker %

: R6K ori
Sacll / 4

) (1P
EcoRI | .'.""lllllllll"""
HindIII

Fonte: Alexeyv, 1999.
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N. Mapa do plasmideo pCas9

pCas9
9334 bp

pTargetF-2
2118 bp




P. Dados nao tratados de ensaio de acumulo em frascos agitados
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Ensaio 1
Tempo Tubo HB HV Glicose | Propionato | Y hv/prp

(h) Amostra (mg) total (mg) | Xt(g/L) | pH Prop. (mg) | HB (M) HV (M) | PHA (%) | HB (%) | HV(%) | (mol%) (mol%) | (g/L) (g/L) (g/g)

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (1) 1.055 1.056 0.020 | 7.060 1.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000| 0.000 0.000 0.000 11.350 0.000 -

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (2) 1.059 1.059 0.040 | 7.040 1.200 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 0.000 0.000 10.980 0.000 -

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (3) 1.048 1.048 0.050 | 7.070 0.900 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 0.000 0.000 11.130 0.000 -

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (1) 1.051 1.053 0.170 | 7.050 0.700 0.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 0.000 0.000 11.780 0.000 -

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (2) 1.054 1.055 0.080 | 7.060 0.800 0.000 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 11.750 0.000 -

0 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (3) 1.038 1.039 0.080 | 7.060 1.000 0.000 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 11.550 0.000 -

0 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (1) 1.048 1.049 0.080 | 7.060 0.700 0.000 0.000 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 0.000 11.530 0.000 -

0 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (2) 1.045 1.046 0.100 | 7.050 0.700 0.000 0.000 0.000 | 0.000 ]| 0.000 0.000 0.000 11.820 0.000 -

0 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (3) 1.045 1.046 0.090 | 7.050 0.900 0.000 0.000 0.000 | 0.000 ]| 0.000 0.000 0.000 11.350 0.000 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (1) 1.049 1.094 4.420 | 6.080 14.000 7.956 0.000 56.829 | 56.829 | 0.000 100.000 0.000 2.570 0.934 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (2) 1.056 1.101 4.520 | 6.060 13.000 7.274 0.000 55.956 | 55.956 | 0.000 100.000 0.000 2.910 0.853 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (3) 1.050 1.096 4.560 | 6.100 11.000 6.326 0.000 57.508 | 57.508 | 0.000 100.000 0.000 2.530 1.020 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (1) 1.055 1.103 4.770 | 6.200 12.000 8.341 0.000 69.506 | 69.506 | 0.000 100.000 0.000 1.730 0.938 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (2) 1.045 1.092 4.640 | 6.210 12.300 10.435 0.000 84.834 | 84.834 | 0.000 100.000 0.000 1.970 0.950 -

24 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (3) 1.038 1.084 4.610 | 6.200 13.600 8.765 0.000 64.449 | 64.449 | 0.000 100.000 0.000 2.470 0.936 -

24 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (1) 1.044 1.089 4.540 | 6.140 11.000 8.269 0.000 75.173 | 75.173 | 0.000 100.000 0.000 2.060 0.688 -

24 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (2) 1.038 1.081 4.280 | 6.130 10.500 6.999 0.000 66.025 | 66.025 | 0.000 100.000 0.000 3.360 0.350 -

24 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (3) 1.057 1.107 5.010 | 6.100 12.900 11.034 0.000 85.534 | 85.534 | 0.000 100.000 0.000 0.000 1.095 -
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (1) 1.082 1.132 4.950 | 7.020 14.900 7.735 0.098 52.572 | 51.914 | 0.657 98.923 1.077 0.000 0.000 0.035
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (2) 1.075 1.124 4910 | 7.030 14.500 6.905 0.098 48.295 | 47.621 | 0.674 98.797 1.203 0.000 0.000 0.039
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL (3) 1.081 1.132 5.080 | 7.040 12.700 7.933 0.111 63.331 | 62.461 | 0.871 98.815 1.185 0.000 0.000 0.043
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (1) 1.073 1.125 5.220 | 7.030 11.600 6.090 0.390 55.862 | 52.503 | 3.359 94.784 5.216 0.000 0.000 0.187
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (2) 1.078 1.129 5.030 | 7.010 13.300 7.088 0.466 56.801 | 53.295| 3.506 94.645 5.355 0.000 0.000 0.186
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 (3) 1.075 1.127 5.150 | 7.040 12.800 7.011 0.546 59.040 | 54.770 | 4.269 93.718 6.282 0.000 0.000 0.235
72 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (1) 1.074 1.125 5.090 | 7.030 14.500 6.821 0.150 48.080 | 47.043 | 1.037 98.140 1.860 0.000 0.000 0.077
72 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (2) 1.073 1.125 5.130 | 7.060 14.000 7.726 0.003 55.186 | 55.186 | 0.023 99.964 0.036 0.000 0.000 0.003
72 | LFM 101 pBBR1 MCS2 (3) 1.067 1.119 5.140 | 7.050 12.800 6.043 0.003 47.209 | 47.209 | 0.027 99.951 0.049 0.000 0.000 0.001
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Ensaio 2
o] e [V [ T o [t (oo [von [nea [ [ [ T [ [ [
0 LFM 101 pBBR1 MCS2 -1 1079.700 1080.500 | 0.160 | 7.060 0 0 0 0 0 0 0 0 15.973 0.000
0 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 2 1159.800 1160.700 | 0.180 | 7.100 0 0 0 0 0 0 0 0 17.271 0.000
0 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 3 1160.000 1160.900 | 0.180 | 7.030 0 0 0 0 0 0 0 0 16.907 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 1 1065.400 1066.200 | 0.160 | 7.010 0 0 0 0 0 0 0 0 17.522 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 2 1154.000 1155.000 | 0.200 | 6.980 0 0 0 0 0 0 0 0 16.145 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 3 1078.100 1079.300 | 0.240 | 6.970 0 0 0 0 0 0 0 0 15.758 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 -1 | 1065.300 1066.200 | 0.180 | 6.950 0 0 0 0 0 0 0 0 17.271 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 - 2 1079.100 1080.000 | 0.180 | 6.960 0 0 0 0 0 0 0 0 17.107 0.000
0 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 -3 | 1148.800 1149.900 | 0.220 | 6.950 0 0 0 0 0 0 0 0 15.964 0.000
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 -1 1165.000 1188.700 | 4.740 | 5.800 13.300 5.918 0.000 44.499 44.50 0.00 44.499 0.000 6.320 3.654
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 1° 1166.700 1189.700 | 4.600 | 5.810 13.500 7.206 0.000 53.378 53.38 0.00 53.378 0.000 6.396 1.841
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 2 1161.100 1182.700 | 4.320 | 5.930 15.900 7.185 0.000 45,188 45.19 0.00 45.188 0.000 7.093 1.741
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 2° 1121.900 1143.900 | 4.400 | 5.910 13.100 5.671 0.000 43.287 43.29 0.00 43.287 0.000 7.050 1.724
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 -3 1154.400 1176.200 | 4.360 | 5.870 11.700 7.513 0.000 64.217 64.22 0.00 64.217 0.000 7.164 1.523
24 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 3’ 1164.900 | 1187.000 | 4.420 | 5.860 | 13.300 | 6365 | 0.000 | 47.858 47.86 000 | 47.858 0.000 7.182 1.860
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 1 1149.600 1174.300 | 4.940 | 6.280 14.000 8.018 0.000 57.271 57.27 0.00 57.271 0.000 6.545 1.706
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 1° 1158.600 1183.900 | 5.060 | 6.170 14.600 7.179 0.000 49.172 49.17 0.00 49.172 0.000 6.449 1.778
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 2 1155.900 1179.300 | 4.680 | 6.210 14.000 7.785 0.000 55.609 55.61 0.00 55.609 0.000 7.228 1.741
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 2° 1064.500 1088.800 | 4.860 | 6.160 12.700 6.827 0.000 53.752 53.75 0.00 53.752 0.000 7.198 1.742
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 3 1167.100 1190.700 | 4.720 | 6.090 12.400 6.741 0.000 54.360 54.36 0.00 54.360 0.000 7.499 1.772
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 3° 1079.300 1102.600 | 4.660 | 6.080 14.600 7.776 0.000 53.258 53.26 0.00 53.258 0.000 7.749 1.811
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4—1 | 1112.000 1137.500 | 5.100 | 5.850 11.900 6.790 0.000 57.061 57.06 0.00 57.061 0.000 5.634 1.777
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 - 1" | 1157.400 1183.600 | 5.240 | 5.820 17.700 9.658 0.000 54.565 54.56 0.00 54.565 0.000 5.492 1.728
24 | LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 -2 | 1076.600 | 1099.400 | 4.560 | 5.830 | 11.700 | 6.231 | 0.000 | 53.258 | 536 000 | 53258 0.000 6.128 1.769
24 LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4 - 2" | 1087.200 1111.200 | 4.800 | 5.820 14.300 7.373 0.000 51.557 5156 0.00 51.557 0.000 6.116 1.757
24 LFM 177 pBBR1 MCS2::ACL4 -3 1164.700 1187.400 | 4.540 | 5.800 12.600 6.565 0.000 52.102 52.10 0.00 52.102 0.000 6.520 1.711
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24 | LFM 177 pBBR1 MCS2 :ACL4 -3’ | 1165.600 | 1188.700 | 4.620 | 5.810 | 14.000 | 7.944 | 0.000 | 56.746 | s5g 75 000 | 56746 | 0.000 6.538 1.739

72 LFM 101 pBBR1 MCS2 -1 1067.900 | 1094300 |5.280 | 7.610 | 17.500 | 7.700 | 0.498 | 46.847 | 4400 285 | 44.001 2.846 0.000 0.056 | 0.042
72 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 1’ 1158.400 | 1184.500 |5.220 | 7.580 | 11.800 | 5.066 | 0335 | 45771 | 4593 y8a | 42934 | 2837 0.000 0.050 | 0.083
72 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 2 1166.100 | 1193.800 |5.540 | 7.550 | 15.400 | 7.544 | 0.465 | 52.003 | 4g99 302 | 4898 | 3.017 0.000 0.074 | 0.100
72 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 2° 1158.700 | 1186.200 |5.500 | 7.510 | 14.700 | 6.638 | 0.414 | 47.976 | 4546 28 | 45157 | 2819 0.000 0.022 | 0.091
72 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 3 1145.000 | 1172.200 |5.440 | 7.500 | 14.000 | 6.016 | 0390 | 45756 | 4597 279 | 42970 | 2787 0.000 0.070 | 0.104
72 LFM 101 pBBR1 MCS2 - 3° 1150.300 | 1177.700 |5.480 | 7.490 | 13.000 | 5780 | 0377 | 47.360 | 4446 200 | 44.460 | 2901 0.000 0.022 | 0.086
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 1 1156.200 | 1183.500 |5.460 | 7.510 | 16.700 | 8356 | 1.069 | 56.436 | 5004 6.40 | 50036 | 6.400 0.000 0.022 | 0.207
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 1° 1153.600 | 1181.800 |5.640 | 7.490 | 11.900 | 6.200 | 0.781 | 58666 | 5510 657 | 52100 | 6.566 0.000 0022 | 0211
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 2 1124.000 | 1151.900 |5.580 | 7.470 | 16.900 | 8.993 | 1.189 | 60.251 | 5377 704 | 53215 | 7.036 0.000 0.022 | 0.228
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 2’ 1162.200 | 1190.400 |5.640 | 7.470 | 15300 | 8111 | 1.076 | 60.044 | 5301 703 | 53013 | 7.031 0.000 0022 | 0231
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 3 1080.900 | 1109.000 |5.620 | 7.480 | 14.900 | 7.785 | 1.002 | 58970 | 5555 672 | 52245 | 6725 0.000 0.022 | 0216
72 LFM 177 pBBR1 MCS2 - 3’ 1167.200 | 1195.400 | 5.640 | 7.470 | 18.100 | 8916 | 1.135 | 55535 | 4926 627 | 49261 | 6.273 0.000 0.022 | 0.198
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 :ACL4—-1 | 1152.400 | 1178.400 |5.200 | 7.430 | 17.600 | 8.625 | 0.484 | 51756 | 4901 275 | 49.005 | 2751 0.000 0.022 | 0.081
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4-1" | 1143.700 | 1169.900 | 5.240 | 7.430 | 18.000 | 9.305 | 0520 | 54.585 | 5170 289 | 51697 | 2.888 0.000 0.022 | 0.089
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 :ACL4 -2 | 1153.100 | 1179.000 |5.180 | 7.470 | 12.200 | 5.935 | 0309 | 51176 | 4g65 253 | 48647 | 2529 0.000 0022 | 0075
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 :ACL4-2" | 1085.900 | 1112.300 |5.280 | 7.470 | 11.700 | 6.031 | 0315 | 54231 | g5q54 260 | 51543 | 2,689 0.000 0.022 | 0.082
72 | LFM177 pBBR1 MCS2::ACL4 -3 | 1160.200 | 1186.700 | 5300 | 7.450 | 12.800 | 6.445 | 0363 | 53.187 | 5935 284 | 50349 | 2.838 0.000 0.022 | 0.089
72 | LFM 177 pBBR1 MCS2 ::ACL4-3" | 1154.300 | 1180.100 |5.160 | 7.460 | 14.800 | 7.844 | 0.450 | 56.037 | 5300 304 | 52997 | 3.040 0.000 0071 | 0.094

Dados em vermelho ndo foram utilizados em ambos ensaios.




