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RESUMO

CHERIX, J. Avaliacédo de genes para o catabolismo de xilose e seu potencial para geracdo
de bioprodutos. 2015. 140 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2015.

Recentemente, tem havido um grande esforco no pais na obtencdo de etanol de segunda
geragdo (ou 2G) por via microbiana, tendo como matéria-prima o bagago de cana-de-agucar.
Para ser metabolizado por microrganismos, este ou qualquer material lignoceluldsico,
necessita ser submetido a hidrolise, acida ou enzimaética, liberando a celulose e hemicelulose
do complexo formado com a lignina, com posterior quebra dos polimeros de acUcares e
liberacdo de uma mistura de hexoses e pentoses, principalmente glicose, xilose e arabinose.
Ainda que a xilose seja um dos principais componentes da lignocelulose e o segundo agucar
mais abundante da natureza, a sua utilizacdo eficiente ainda representa uma barreira técnica.
Duas limitacdes para o consumo microbiano desta pentose tém sido destacadas: a repressao
catabdlica quando em mistura de agUcares e a ineficiéncia do consumo de xilose comparado
com o consumo de glicose. Como a levedura produtora de etanol ainda ndo é capaz de utilizar
eficientemente a xilose, caso apenas a glicose oriunda do bagaco seja utilizada para etanol 2G,
estima-se como subproduto uma disponibilidade de xilose da ordem de 10 ton/ano. Assim, ha
necessidade de estudos para viabilizar seu uso para produzir etanol 2G ou outros produtos
microbianos, como os biopolimeros da familia dos polihidroxialcanoatos (PHA). Neste
contexto, este trabalho foi proposto com objetivo principal de buscar por genes envolvidos no
metabolismo de xilose que contenham modificacGes capazes de gerar enzimas mais eficientes
no consumo deste acgucar, expressa-los em Burkholderia sacchari, uma grande produtora de
PHA, avaliando os efeitos sobre o consumo desta pentose e seus impactos sobre a produgéo
de biopolimeros da familia dos PHA. Foram levantadas e comparadas in silico sequéncias da
proteina xilose isomerase, produto do gene xylA, que transforma a xilose em Xxilulose,
estabelecendo variacBes entre os diferentes grupos de bactérias presentes nas familias
Enterobacteriaceae e Burkholderiaceae. Com esta analise observou-se que na sua grande
maioria as sequéncias sdo bem conservadas, a ndo ser para as bactérias Photorhabdus
luminescens e Enterobacter sp. Ag: que apresentaram uma mutacdo indicada como
melhoradora da atividade da enzima. A anélise do draft do genoma de B. sacchari indicou que
esta bactéria apresenta os genes xylABFGH, da via da xilose isomerase, orientados no mesmo
sentido, e xyIR orientado no sentido contrario. Observou-se que esta bactéria apresenta ainda
quatro genes similares aos de outra via de metabolismo de xilose, a via de Weimberg,
composta por cinco genes. Visando melhorar o consumo de xilose em B. sacchari, com base
nesta analise preliminar foram entdo selecionados os seguintes genes codificadores de xilose
isomerase, para serem nela inseridos e avaliados: xylAg: e XxylAp;, respectivamente de B.
cenocepacia e Photorhabdus luminescens e da propria B. sacchari, xylAgs, genes de B.
xenovorans (xylAgy) e de B. phymatum (xylAg,). Foi ainda sintetizado o gene de B. sacchari
(xylA*) no qual foram inseridas as seguintes modificacOes, descritas na literatura como
capazes de aumentar a interacdo entre enzima substrato e a estabilidade da enzima, resultando
no aumento do consumo de xilose em outros organismos: E15D, E114G, E129D, T142S,
AL177T e V433l. Assim, foram obtidos seis genes codificadores de xilose isomerase, incluindo



0 da prépria B. sacchari, clonados em pBBR1MSC-2 que permitiram a construcdo de seis
recombinantes de B. sacchari, além de um controle abrigando o vetor sem inserto. Estes
recombinantes foram avaliados em experimentos em frascos agitados, medindo-se 0 consumo
de xilose, producdo de polihidroxialcanoatos e a atividade da enzima xilose isomerase. Os
resultados indicaram que as medidas de atividade enzimatica da xilose isomerase nos
recombinantes de B. sacchari, abrigando os genes xylAgy, XylAgs € XylAg, tiveram um aumento
de 113%, 52% e 39%, respectivamente, quando comparadas com a linhagem controle.
Obteve-se um aumento na eficiéncia de conversao de xilose em P3HB de aproximadamente
30% para as linhagens recombinantes abrigando os genes xylAgs, XylA* e xylAg., e de 40% no
caso daquelas abrigando os genes xylAg, € XylAgy, quando comparadas com a linhagem
controle. As linhagens recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAgs e xylA*
tiveram um aumento de aproximadamente 30%, e aquelas abrigando os genes xylAg, e XylAgy
de 23%, no consumo de xilose quando comparadas com a linhagem controle. Essas quatro
linhagens recombinantes foram aquelas que conseguiram produzir maior quantidade de PHB,
aproximadamente 70% a mais do que linhagem controle. No caso da linhagem B. sacchari
pBBR1MCS-2::xylAg. 0 aumento foi de aproximadamente 40%. Essa linhagem foi também
aquela que teve maior eficiéncia de conversdo de xilose em células, aproximadamente 22% a
mais que a linhagem controle.

Palavras Chave: Burkholderia sacchari. Xilose. Polihidroxialcanoatos. Xilose isomerase.
Via isomerase. P3HB.



ABSTRACT

CHERIX, J. Evaluation of xylose catabolism genes and their potential for the generation
of bioproducts. 2015. 140 p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Recently there has been a lot of effort in the country (Brazil) to obtain second-generation
ethanol (or 2G) by microbial way using, as the main material, the sugarcane bagasse. In order
to be metabolized by microorganisms, this or any lignocellulosic material needs to be
subjected to hydrolysis, acid or enzymatic, freeing the cellulose and hemicellulose from the
complex formed with the lignin, with subsequent breakdown of sugar polymers and the
release of a mixture of hexoses and pentoses, especially glucose, xylose and arabinose.
Although the xylose is one of the main components of lignocellulose and the second most
abundant sugar in nature, its efficient use still represents a technical barrier. Two limitations
to microbial consumption of the pentose have been discussed: the catabolite repression when
in a mixture of sugars and the inefficient consumption of xylose compared with the
consumption of glucose. Since the ethanol producing yeast still is not capable of efficiently
using xylose, if only the glucose derived from the bagasse is used for 2G ethanol, it is
estimated as a byproduct a xylose availability of 10" order tons / year. Thus, we need studies
to enable its use to produce 2G ethanol or other microbial products such as biopolymers of the
family of polyhydroxyalkanoates (PHA). In this context, this work was proposed with the
main purpose of searching for genes involved in the metabolism of xylose that contains
modifications able to generate more efficient enzymes in the consumption of this sugar,
expressing them in Burkholderia sacchari, a major PHA producer, assessing the effects on the
consumption of this pentose and its impacts on biopolymer production of the family of PHA.
Sequences of the xylose isomerase protein, product of xylA gene, which is responsible for the
transformation of xylose in xylulose, were raised and compared in silico, setting variations
between different groups of bacteria in the Enterobacteriaceae and Burkholderiaceae
families. This analysis showed that the majority of sequences are well maintained, except for
the Photorhabdus luminescens and Enterobacter sp. Ag: bacteria that had a mutation
indicated as improving the activity of the enzyme. The analysis of B. sacchari genome draft
indicated that this bacteria has xylJABFGH genes, the xylose isomerase pathway, facing the
same way, and xyIR oriented in the opposite direction. It was observed that this bacteria has 4
similar genes to another xylose pathway, the Weimberg’s, composed of five genes. In order to
improve the consumption of xylose in B. sacchari, based on this preliminary analysis, the
following xylose isomerase codificating genes were selected to be inserted therein and
evaluated: xylAgc, XylApi, XylAgx and xylAg, respectively from B. cenocepacia, P. limunescens,
B. xenovorans and B. phymatum and, xylAgs, from B . sacchari. The B. sacchari gene (xylA*)
was also synthesized and the following modifications were inserted as described in literature
as capable of increasing the interaction between the enzyme and its substrate and enzyme
stability, resulting in the increase of xylose consumption in other organisms: E15D, E114G,
E129D, T142S, AL177T V433l. Thus, six genes encoding Xxylose isomerase were obtained,
including the one from B. sacchari. They were cloned into pPBBR1MSC-2 which allowed the
construction of six B. sacchari recombinant stains, and a control harboring the empty vector.



These recombinant srains were evaluated in shake flask experiments, measuring the xylose
consumption, polyhydroxyalkanoates production and the activity of xylose isomerase
enzyme. The results indicated that the enzymatic activity of xylose isomerase in the
recombinant strains of B. sacchari, harboring either xylAgy, XylAgs or xylAg, gene had an
increase of 113%, 52% and 39%, respectively, compared to the control strain. An increase in
the conversion efficiency of xylose in P3HB was obtained of approximately 30% for the
recombinant strains harboring either xylAgs, XylA* or xylAg. gene and 40% for those harboring
xylAg, or xylAgyx gene, compared with the control strain. Recombinant strains harboring xylAgs
or xylA* gene had an increase of approximately 30%, and those harboring the gene xylAgx or
xylAg, of 23%, in the xylose consumption compared to the control strain. These four
recombinant strains were those that were able to produce greater quantities of P3HB,
approximately 70% more than the control strain. In the case of the B. sacchari pPBBR1IMCS-
2::xylAg. strain, the increase was approximately 40%. This strain was also the one that had
higher xylose conversion efficiency in cells, approximately 22% more than the control line.

Keywords: Burkholderia sacchari. Xylose. Polyhydroxyalkanoates. Xylose isomerase.
Isomerase pathway. P3HB.
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para preservacao
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A+: Controle positivo; B1-B5: col6nias selecionadas para
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B+: controle positivo. As flechas mostram as col6nias selecionadas
para preservacéo

Figura —5.17 Foto da eletroforese dos plasmideos pNPTS138 sem inserto
(5361pb) e pNTPS138::upSxylA (6291pb) digeridos ou ndo com as
enzimas de restricdo Hindlll e BamHI. 1: pNPTS138 sem inserto ndo
digerido; 2: pNPTS138::upSxylA nédo digerido; 3: pNPTS138 sem
inserto, digerido com Hindlll e BamHI; 4: pNPTS138::upSxylA, digerido
com Hindlll e BamHI
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2: pPNPTS138 apos digestdo; 3: pNPTS138::upS+downSxylA,;
4: pNPTS138
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Figura — 5.23 Foto da eletroforese em gel de agarose do novo plasmideo digerido

e ndo digerido, das trés colonias selecionadas. 1D: colonia

1 plasmideo digerido com BamHl; 1: coldnia 1 plasmideo néo digerido;
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B. sacchari e E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA. 1-15: clones
testados; 2+: controle positivo utilizando como DNA molde o DNA
gendmico extraido de B. sacchari e 0 DNA plasmidial

extraido pNPTS138::upS+downSxylA ;+: controle positivo utilizando
como DNA molde o DNA gendmico extraido de B. sacchari;

-: controle negativo. As setas em vermelho indicam as

bandas esperadas (1931pb e 3254)

Figura—5.26 Curva de sobrevivéncia da bactéria B. sacchari a radiacdo UV
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacao acerca da deplecdo das reservas e oscilacdo dos precos do
barril de petréleo, bem como as mudancas climaticas resultantes da geracdo de residuos
provenientes dessa matéria-prima, tem resultado em varias pesquisas que buscam por fontes
energeéticas seguras, de natureza renovavel, com a finalidade de reduzir a dependéncia dos
combustiveis fosseis (Jojima et al., 2010). Os materiais lignoceluldsicos sdo 0s recursos
organicos renovaveis mais abundantes no planeta (Silva et al., 2004). Dentre esses materiais, a
madeira e subprodutos agroindustriais como o0 bagaco de cana-de-agUcar, a casca de arroz, a
palha de milho e a serragem tém sido utilizadas para a producéo de etanol (Doran-Peterson et
al., 2008) e de polihidroxialcanoatos (PHA), uma familia de polimeros para a geracdo de
plastico biodegradavel. (LOPES et al., 2014; SASAKI et al.,2008; SILVA et al., 2014).

Na procura de novas estratégias mais amigaveis com o meio ambiente, 0 uso do
bioetanol tomou forca na década dos anos 1970 (Goldemberg, 2008) e a tecnologia de
producdo a partir de biomassa comecou a se desenvolver. Sendo lider na producéo de aglcar
refinado a partir de cana, o Brasil posicionou-se num bom lugar para explorar a opgéo do
etanol como alternativa a gasolina. Como consequéncia do investimento a tecnologia tem
melhorado consideravelmente, porém, ainda existe um excesso de bagaco de cana que ndo é
utilizado para gerar energia e pode ser alvo na producdo de outros compostos ja que para
atingir o maximo grau de eficiéncia tem que se garantir o uso dos aglcares presentes nesse
bagaco (SILVA et al., 2014; WISSELINK et al., 2009).

Os biopléasticos sdo cada vez mais estudados e sdo propostos como uma alternativa
para a substituicdo dos plasticos de origem petroguimica. Neste contexto, destacam-se 0s
polihidroxialcanoatos (PHA) que compdem um grupo bastante diversificado de poliésteres
acumulados por um grande numero de bactérias (Hazer, Steinblichel, 2007) e j& que
apresentam propriedades termoplésticas além de serem biodegradaveis e biocompativeis estes
sdo um dos focos das atencGes da comunidade cientifica (AKARAONYE, 2010).

O PHA produzido a partir de hidrolisado de bagaco de cana tem sido proposto como
uma alternativa viavel para melhorar a eficiéncia das usinas de bioetanol (Albuquerque et al.,
2007; Lopes et al., 2014; Silva et al., 2004; Silva et al., 2014) e um dos objetivos principais
nesta area da pesquisa é aumentar o fator de conversdo dos aclcares do bagaco de cana em

PHA, e ja que a xilose € um dos polissacarideos que esta em maior porcentagem no bagaco,
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procura-se aumentar o rendimento de PHA a partir de xilose, sendo este um pré-requisito para

a producdo desse biopolimero num nivel industrial.

Um dos principais fatores limitantes para a producéo industrial deste poliéster natural
é o elevado custo associado a fonte de carbono (Keenan et al., 2006). Por essa razdo, tém sido
feitos esforcos para utilizar substratos de baixo custo como materiais lignocelulésicos
renovaveis. Duas plataformas sdo consideradas para a producdo de PHA a partir subprodutos
agricolas e residuos florestais: (1) hidrolisados celul6sicos e hemicelul6sicos que geram uma
mistura de acUcares incluindo principalmente glicose, xilose e arabinose (Silva et al., 2004)
ou (2) hidrolisados hemicelul6sicos ricos em xilose (KEENAN et al., 2004; SILVA et al.,
2014).

A xilose € um dos principais constituintes da matéria-prima nas abordagens descritas
na literatura e o0 segundo agucar mais abundante na natureza. No entanto a sua utilizacdo
eficiente apresenta barreiras técnicas para varios bioprocessos (Jeffries, 2006; Saha, 2003),
incluindo a producéo de etanol (Jeffries, Jin, 2004) e de PHA (SILVA et al., 2004).



21

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo termoplésticos naturais que sdo produzidos por
uma grande variedade de bactérias, que sintetizam estes poliésteres para 0 armazenamento de
carbono e energia (Hazer, Steinbuichel, 2007). Estes polimeros s@o acumulados em forma de
granulos intracelulares, fendOmeno que acontece em maior medida quando 0 microrganismo
esta sob um fator limitante no crescimento e com excesso de fonte de carbono
simultaneamente. A limitacdo que origina o acumulo de PHA pode ser em alguns
macronutrientes como o nitrogénio e fosforo e também em alguns micronutrientes como o
magnésio e o ferro (Lopes, 2010; Pan et al., 2012). Tem-se reportado acimulo destes granulos
em valores que atingem cerca de 80% da massa celular seca (Rodrigues et al., 2000) e uma
vez esgotada a fonte de carbono, o microrganismo tem a facilidade em usar esses granulos
para continuar com seu crescimento, uma vez que haja 0S micronutrientes necessarios
(KADOURI et al., 2003).

O membro da familia dos PHA mais estudado e frequentemente encontrado entre as
bactérias é o homopolimero poli-3-hidroxibutirato (P3HB) que, por causa de suas
propriedades materiais muito semelhantes as do polipropileno, é um composto muito
promissor como plastico biodegradavel (Tokiwa, Ugwu, 2007). Além do mondmero 3-
hidroxibutiril-CoA (3HB), cerca de 150 mondmeros diferentes ja foram identificados como
constituintes dos PHA produzidos por bactérias a partir de diferentes fontes de carbono
(Rehm, 2007). A composi¢cdo monomérica é essencial para determinar as propriedades fisicas
e mecanicas e, consequentemente, a aplicacdo do PHA. O custo da fonte de carbono pode
representar até 30% da producdo de PHA (Nonato et al., 2001). Assim, diversos materiais e
residuos agroindustriais tém sido testados como fonte de carbono para bactérias produtoras de
PHA, tanto para obter polimeros com diferentes composi¢des monoméricas como para reduzir
0s custos de sua producdo (LOPES et al., 2014; SILVA et al., 2007).

2.2 Bagaco de cana-de-agucar

Um dos residuos mais estudados no Brasil para ser utilizado em diferentes processos
industriais é o bagaco de cana de agucar, sua producgdo estimada para a temporada 2013/14 ¢
de 653,519 milhdes de toneladas (UNICA, 2014). Segundo dados do IBGE, Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, hoje o Brasil possui mais de 400 usinas de etanol
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concentradas principalmente no Estado de Sdo Paulo. O bagago de cana é usado atualmente
em usinas de agucar como fonte de calor nas caldeiras para geracdo de vapor, aguecimento do
caldo da cana e operacdo das usinas, procurando poupar energia no processo (Macedo et al.,
2008; Silva et al., 2014). No entanto, existe uma porcentagem excedente de bagaco que pode
ser utilizado para outros fins, especialmente para a producdo de produtos com elevado valor

agregada.

A lignocelulose, principal componente do bagago de cana, corresponde a uma mistura
de lignina e polimeros de carboidratos (celulose, hemicelulose e pectina). A hemicelulose é o
segundo tipo mais comum de polissacarideo na natureza, representa entre 20 e 35% da
biomassa lignocelulolitica, que, adicionalmente, contém 35-50% de celulose e 10-25% de
lignina (DORAN-PETERSON et al., 2008).

A fim de que sejam utilizados por microrganismos produzindo etanol, PHA ou outros
materiais, os residuos lignocelulésicos necessitam ser submetidos a hidrolise, processo que
pode ser catalisado por acidos ou enzimas celuloliticas (Chandel, 2013; Martin et al., 2002).
Enquanto o processo enzimatico depende de enzimas comerciais, que representam um custo
significativo para o processo, a hidrélise mediada por acidos gera uma mistura complexa de
substancias tdxicas aos microrganismos, na qual se incluem acetatos, &cidos alifaticos,
compostos fenolicos e aromaticos. (Carvalho, 2001; Felipe et al., 1997). Esses residuos
toxicos reduzem a produtividade, consistindo em uma barreira na utilizacdo de materiais
lignocelul6sicos (Doran-Peterson et al., 2008; Ingram et al., 1999). Diversas estratégias para
reduzir a toxicidade dos hidrolisados tém sido estudadas. As resinas de troca idnica, 0 uso de
carvao ativado, a destoxificacdo enzimatica utilizando a lacase, tratamentos alcalinos e o
"overliming" com hidroxido de célcio estdo entre as estratégias de destoxificacdo que foram
investigadas no passado (Chandel et al., 2007; Chandel et al., 2007b; Chandel et al., 2007c;
Chandel, 2013; Jurado et al., 2009; Silva et al., 2002; Villarreal et al., 2006). Outras
estratégias, incluindo mudancas nas metodologias de fermentacdo e engenharia metabdlica
(introducdo de genes de ligninase ou lacase), foram introduzidas para superar o efeito dos
inibidores degradantes das paredes celulares (Larsson et al., 2001). O uso de linhagens
resistentes a esses compostos toxicos também tem sido buscado (LOPES, 2010; LOPES et al.,
2014).

Como resultado da hidrolise, a celulose e hemicelulose séo liberadas do complexo

formado com a lignina, com posterior quebra dos polimeros de aglcares e liberacdo de uma
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mistura de hexoses e pentoses, principalmente glicose, xilose e arabinose (Lee, 1997). Ainda
que a xilose seja um dos principais componentes da lignocelulose e o segundo agucar mais

abundante da natureza, a sua utilizacdo eficiente ainda representa uma barreira técnica.

2.3 Metabolismo de xilose

As vias metabdlicas para o consumo de xilose descritas na literatura sdo: via
Oxidoredutase, via Isomerase, via de Weimberg e Via de Dahms, apresentadas a seguir
(figura2.1e 2.2):

0._OH
D-xylose Uﬂ D-xylose
HO™ ~""0H

NAD(P)H OH
Xylose reductase
\b NAD(P)* oH
xylitol H OWOH Xylose Isomerase
OH OH
_ NAD* xylA
Xylitol dehydrogenase C
NADH
D-xylulose L OH D-xylulose
HO OH
‘ ATP ATP
Xylulokinase C J Xylulokinase
ADP ADP
OH HO xylB
D-xylulose-5-P HO/\H/H/\O_%._OH D-xylulose-5-P
|
O OH O
Pentose Phosphate Pentose Phosphate
Pathway Pathway
Via Oxidoredutase Via Isomerase

Figura — 2.1: Representacdo das vias do metabolismo de xilose Oxidoredutase e Isomerase
(MATSUSHIKA et al., 2009).
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Figura — 2.2: Representacdo das vias do metabolismo de xilose de Weimberg e de Dahms (WEIMBERG,
1961; DAHMS, 1974; JOHNSEN et al., 2009).

Diversos trabalhos, que serdo comentados mais adiante, j& foram realizados no intuito
de tentar melhorar o consumo deste acglcar, tanto em leveduras como em bactérias para a
producdo de etanol e PHA. Duas limitacdes sdo aparentemente o principal problema do
consumo desta pentose: a repressao catabolica quando em mistura de agucares e a ineficiéncia
do consumo de xilose. Uma vez transpostos estes obstaculos, resta o desafio da transferéncia
dos resultados dos experimentos académicos para sua aplicacdo na pratica industrial (VAN
MARIS et al., 2006).

Em vérios trabalhos observou-se que existe um consumo preferencial de glicose
guando em mistura com Xilose nos experimentos de producdo de etanol, PHA e outros que
utilizam o hidrolisado do bagago da cana-de-acUcar (Deutscher et al., 2006; Freire, 2012;
Gosset, 2005; Hernandez-Montalvo et al., 2001; Lopes et al., 2011; Silva et al., 2004). Este
consumo preferencial de certos carboidratos em uma mistura de fontes de carbono é chamado
repressdo catabdlica carbdnica (CCR). Em E. coli, bem como em outros Gram negativos e
alguns Gram positivos, a CCR é mediada por proteinas do sistema fosfotransferase (PTS, do
inglés phosphotransferase system). Esse sistema modula a represséo catabolica através de

reguladores globais de transcricdo, que em bactérias Gram negativas, corresponde ao
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complexo AMP ciclico-proteina de repressdo catabdlica (CRP, também denominada CAP do
inglés “Catabolite gene Activator Protein”). Em bactérias Gram-negativas, na auséncia de
glicose, uma enzima componente do sistema PTS (EIIAGIc) permanece fosforilada, ativando
a enzima adenilato ciclase, que catalisa a producdo de AMPc, necessario para a ativacao de
CRP (Deutscher et al., 2006). Na presenca de glicose, no entanto, a enzima EIIAGIc é
desfosforilada, inibindo a transcri¢cdo dos genes responsaveis pelo transporte e catabolismo de

outros agucares nao transportados por esse sistema, como a xilose por exemplo.

A CCR contribui para a reducdo da produtividade em processos industriais, devido ao
consumo sequencial dos acgucares, o que tem levado a modificacdo genética de diversas
linhagens com o objetivo de abolir este fenémeno, a fim de permitir o consumo simultaneo de
mistura de acUcares, aumentando a produtividade (GOSSET, 2005; LOPES, 2010; LOPES et
al., 2011).

Outro ponto chave para producdo de bioprodutos a partir da xilose é conseguir
melhorar a eficiéncia de consumo deste agucar pelos microrganismos, que, como apresentado
em diferentes trabalhos, ndo sdo capazes de utilizar essa pentose com 0 mesmo rendimento
que é observado quando se utiliza glicose (Lee, 1997; Lopes et al., 2009b). Uma tentativa que
tem sido empregada para aumentar a velocidade de consumo de pentoses € a superexpressao
de genes chaves do metabolismo de xilose (Freire, 2012; Lopes et al., 2009b; Tao et al.,
2001). Em E. coli KO11, o transporte de xilose envolve trés componentes principais
(transporte ABC), codificados pelos genes xylF (proteina periplasmatica), xylG (permease) e
xylH (ATPase), que estdo organizados em um Unico operon (xylFGH) (Song, Park, 1997).
Outros sistemas de transportes existem, como o produto dos genes XylE e xyIT, que consiste
em um sistema quimiosmotico do tipo simporte de prétons, de baixa afinidade (Sofia et al.,
1994). Ja o catabolismo desse acglcar em E. coli KO11 é iniciado pelos produtos dos genes
xylA (xilose isomerase) e xylB (xiluloquinase), organizados em um segundo operon (xylAB),
que assim como xylFGH ¢é controlado positivamente tanto pelo produto de xylIR como pela
proteina CRP (Song, Park, 1997). O gene xyIR, que se localiza a montante de xylFGH,
caracteriza-se por apresentar um promotor alvo fraco e seu produto reconhece sequéncias
consenso localizadas nas regides promotoras de xylAB e xylFGH (IA e IF), ativando a
transcricdo por associar-se diretamente a componentes do aparato transcricional (Song, Park,
1997).
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Recentemente, tem havido um grande esforgo na obtencdo de etanol de segunda
geragdo tendo como matéria prima o bagago de cana-de-agUcar. Tem se considerado possivel
a producdo de etanol a partir de hemicelulose e celulose, desde que haja uma profunda anélise
dos processos de pré-tratamento hidrolise e fermentacdo no sentido de se chegar a um
desenvolvimento sustentavel (Antunes et al., 2014; Caldeira-Pires et al., 2013; Dias et al.,
2011; Goldemberg, 2008; Lopes et al., 2014). Para tentar realizar esse processo foram feitos
diversos trabalhos tanto em leveduras como em bactérias na finalidade de melhorar o
consumo de xilose, que parece ser o obstaculo principal para a utilizacdo deste tipo de

substrato em presenca ou auséncia de glicose.

Grande parte das leveduras, principalmente a espécie Saccharomyces cerevisiae, sdo
grandes produtoras de etanol a partir de glicose, no entanto ndo sdo normalmente capazes de
fermentar xilose e arabinose, prejudicando o rendimento do processo (Jarboe et al., 2007). Por
outro lado, ainda que algumas espécies de leveduras tenham sido reportadas como capazes de
produzir etanol a partir de xilose, a taxa de conversdo e o rendimento sdo muito baixos
(Matsushika et al., 2009). Desta maneira, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de torna-las mais eficientes nesse aspecto (Antunes et al., 2014; Jin, Jeffries, 2003;
Hahn-Hagerdal et al., 2001; Hahn-Haegerdal et al., 2007; Lee et al., 2012; Matsushika et al.,
2009).

Uma das estratégias utilizadas para melhorar o consumo de xilose foi introduzir o gene
xylA, que codifica a proteina xilose isomerase, da via isomerase do metabolismo de xilose, de
diferentes microrganismos, na levedura Saccharomyces cerivisiae para melhorar a utilizacédo
de xilose para a producdo de bioetanol. Esta levedura ndo pode naturalmente assimilar a
xilose presente na hemicelulose, porém pode utilizar a xilulose, produto da reacdo da enzima
xilose isomerase em presenca de xilose (Hector et al.,, 2013; Madhavan et al., 2009;
Matsushika et al., 2009; Van Maris et al., 2007; Van Vleet, Jeffries, 2009; Wang et al., 2013).
Genes xylA de espécies de Burkholderia tém sido utilizados com sucesso para capacitar
Saccharomyces cerevisiae a produzir etanol a partir de xilose (DE FIGUEIREDO VILELA et
al., 2013).

A proteina xilose isomerase ja foi muito estudada por apresentar grande interesse na
industria alimentar para a fabricacdo de frutose, pois ela ndo somente tem afinidade por
xilose, mas pode catalisar a reagdo que transforma a glicose em frutose (Asboth, Naray-

Szabo, 2000). Esta enzima apresenta também um grande potencial para a utilizacdo de
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residuos lignocelulésicos, uma vez que a xilose é o segundo aglcar mais abundante neste tipo
de residuo (ZHOU et al., 2012).

Estes estudos mostram que esta enzima possui uma afinidade pelo substrato e uma
eficiéncia catalitica que teriam potencial para serem melhoradas e que algumas mutagcfes em
especificos aminoécidos poderiam melhorar estes parametros (Asboth, Naray-Szabo, 2000).
Por esta razdo, muitos estudos tem se voltado para o melhoramento desta enzima em
particular. O seu proprio mecanismo enzimatico continua em fase de elucidacao e apenas em
2010 Kovalevsky et al. resolveram sua estrutura por cristalografia de néutrons, a qual
proporcionou uma melhor compreensdo do rearranjo dos 4tomos de hidrogénio durante o
ciclo catalitico desta enzima (KOVALEVSKY et al., 2010).

Estudos sobre mutacdes na xilose isomerase tém sido realizados no intuito de melhorar
a eficiéncia catalitica dessa enzima, mudar a suas propriedades fisicas e alterar a
especificidade ao substrato. A maioria das mutacdes foram feitas perto do sitio ativo da
enzima ou na interface entre as subunidades (Karimaéki et al., 2004; Lee et al., 2012; Meng et
al., 1991; Sriprapundh, Vieille, Zeikus, 2003). A cristalografia e os estudos sobre mutacées na
proteina xilose isomerase ndo forneceram somente uma melhor compreensao sobre a estrutura
da proteina, mas também demonstraram um melhor conhecimento sobre a interacdo desta
enzima com o substrato e o mecanismo desta reacdo (ASBOTH, NARAY-SZABO, 2000;
FENN et al., 2004; GARCIA-VILOCA et al., 2003; HU et al., 1997; PATEL et al., 2012;
WHITLOW et al., 1991;).

Outra possibilidade para o aproveitamento de hidrolisados para gerar bioprodutos seria
construir biorefinarias em usinas de aclcar e alcool. A glicose poderia ser utilizada para
produzir etanol pela levedura, enquanto a xilose poderia ser usada para gerar outros produtos
como os PHA (LOPES, 2010; NONATO et al., 2001; RAICHER, 2011; SILVA et al., 2014).

Neste sentido, um importante trabalho realizado em nosso laboratério foi o isolamento
e identificacdo da nova espécie bacteriana, Gram-negativa, denominada Burkholderia
sacchari (Bramer et al., 2001) que, quando comparada com Cupriavidus necator DSM 545
(anteriormente denominada Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha),
uma excelente produtora de PHA (Reinecke, Steinbuechel, 2009), tem a vantagem de ser
capaz de crescer em sacarose, acumulando até 80% da massa celular na forma de PHB em
condigdes nao otimizadas (GOMEZ et al., 1996).
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Considerando que a maioria das bactérias apresentam tanto CCR como um consumo
pouco eficiente de xilose, outros estudos foram desenvolvidos com o0 objetivo de aumentar o
consumo de xilose em bactérias capazes de acumular PHA. Recombinantes com a repressao
catabolica parcialmente abolida vém sendo construidos e testados frente a misturas de
acucares e hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar para a produgdo de PHA (Lopes et al.,
2011). Foi verificado que um mutante de B. sacchari, com mutacdo no sistema PTS, mas
capaz de crescer em glicose (PTS-Glu+), provavelmente transportada por outro sistema,
consumiu glicose e arabinose simultaneamente, mas ainda apresentou consumo atrasado de
xilose. Esse resultado poderia indicar que a repressdo catabdlica foi parcialmente abolida
nesse mutante ou que como ja foi observado em E. coli, a arabinose possui um sistema de

repressao para a xilose através do produto do gene araC (TASHA et al., 2010).

Através de uma estratégia diferente para aumentar o consumo de Xxilose, foi clonado o
gene xylA de B. sacchari, que foi capaz de restituir parcialmente a capacidade de crescimento
em Xxilose a mutantes xil- desta mesma bactéria (Lopes et al., 2009b). Em continuacéo,
observou-se que em B. sacchari LFM 101 nenhum efeito (positivo ou negativo) sobre o
consumo de xilose e producéo de poli-3-hidroxibutirato foi obtido com a inser¢do de maior
namero de copias dos genes xylAB e/ou xylFGH de E. coli KO11 (FREIRE, 2012).

Neste contexto, e com o draft do genoma de B. sacchari recém sequenciado pelo
laboratério de bioprodutos (Alexandrino et al., 2014), foi proposto este trabalho, que
pretendeu entender melhor o metabolismo de xilose na bactéria Burkholderia sacchari e
comparad-lo com outras bactérias. O intuito é de descobrir novos genes potenciais para

melhorar o consumo deste acucar para geracdo de bioprodutos, como os PHA.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi buscar por genes envolvidos no metabolismo de

xilose, expressa-los em Burkholderia sacchari, visando melhorar a eficiéncia no consumo

deste acucar, avaliando os efeitos sobre 0 seu consumo e os impactos sobre a producdo de

biopolimeros da familia dos polihidroxialcanoatos (PHA).

3.2 Objetivos especificos

Foi feito um levantamento de sequéncias da proteina xilose isomerase, produto do
gene xylA, de bactérias das familias Burkholderiaceae et Enterobacteriaceae. Estas
foram alinhadas e arvores filogenéticas foram construidas.

Foi feita a selecdo de genes, que foram em seguida clonados em B. sacchari, nestas
arvores filogenéticas. Dois fatores foram utilizados para selecdo dos genes, aqueles
que apresentaram as variagdes sugeridas na literatura como melhoradoras da atividade
enzimatica e de bactérias da familia das Burkholderiaceae.

Genes contendo modificacdes reportadas na literatura como melhoradoras da atividade
enzimatica, foram pesquisados in silico em biblioteca metagenémica desenvolvida
pela Profa. Aline Maria da Silva a partir de composteiras do Parque Zooldgico de Sao
Paulo.

Uma analise do genoma de B. sacchari foi feita na qual foram procuradas as diferentes
vias de metabolismo de xilose propostas na literatura.

Os genes selecionados anteriormente, foram clonados no vetor pPBBR1MCS-2 e 0s
plasmideos construidos foram inseridos em B. sacchari, construindo 7 linhagens
recombinantes.

Com os recombinantes obtidos, foram feitos experimentos de atividade enzimatica da
proteina xilose isomerase e experimentos em frascos agitados em meio mineral com
xilose como Unica fonte de carbono, comparando-se o consumo de Xilose e a producgéo

de PHA com as linhagens selvagem e controle.
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4.1 Microrganismos, plasmideos e preservacao
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As linhagens, os plasmideos e os genes que foram utilizados neste trabalho estdo descritos

na Tabela 4.1. A preservagéo foi feita por liofilizagdo (Silva et al., 1992) ou suspenséo em

glicerol (20% m/v) e estoque em freezer a -80 °C.

Tabela — 4.1 - Bactérias e plasmideos utilizados no trabalho.

Bactérias/Plasmideos

Caracteristicas

Referéncia

Burkholderia sacchari LFM

101

Burkholderia cenocepacia

J2315 LFM 1382

Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii TTO1 LFM

1389
E. coli DH5a

E. coli DH10B LFM 1219
E.coli S17-1 LFM 209

E.coli S17-1 LFM 1366

E. coli DH50. LFM 1209
E. coli DH50. LFM 1210
E. coli DH50. LFM 1211
E. coli DH50, LFM 1212
E. coli DH50. LFM 1250
E. coli DH10B LFM 1414
E. coli DH10B LFM 1409
E. coli DH10B LFM 1415
E. coli DH10B LFM 1416

. coli DH10B LFM 1381
. coli DH10B LFM 1417
. coli DH10B LFM 1380
.coli DH10B LFM 1418
. coli DH10B LFM 1419
. sacchari LFM 1405
. sacchari LFM 1406
. sacchari LFM 1408
. sacchari LFM 1420
. sacchari LFM 1421
. sacchari LFM 1407

LMG 19450 Sac*, PHA", Hx",Kan®,Amp®, T¢®
CBMAI 0625

Bactéria entomopatogenica.

F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rK—, mK+) phoA supE44 \— thi-1 gyrA96 relAl

F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl endAl araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL nupG
A—
TcS, recA, genes tra do plasmideo RP4 integrado no DNA

gendmico.

E. coli S17-1 abrigando o plasmideo pNPTS138::
upS+downSxylA
E. coli DH5a abrigando plasmideo pPBBR1IMCS-2::upSxylA

E. coli DH5a abrigando plasmideo pBBR1IMCS-2::downSxylA
E. coli DH50 abrigando plasmideo pNPTS138::upSxylA

. coli DH5a abrigando plasmideo pNPTS138::downSxylA

. coli DH5a abrigando plasmideo pNPTS138::upS+downSxylA
. coli DH10B abrigando plasmideo pBBR1IMCS-2::xylAgs

. coli DH10B abrigando plasmideo pBBR1IMCS-2:: xylAg.

M m m & M

. coli DH5¢ abrigando plasmideo pPBBR1IMCS-2:: xylAg,

E. coli DH10B abrigando plasmideo pPBBR1IMCS-2::
xylAdeP.phy
E. coli DH10B abrigando plasmideo pBBR1MCS-2:: xylA*

E. coli DH10B abrigando plasmideo pPBBR1IMCS-2:: xylAp,
E. coli DH10B abrigando plasmideo pBSK-xylA*

E. coli DH10B abrigando plasmideo pCloneEZ-NRS:: xylAg,
. coli DH10B abrigando plasmideo pCloneEZ-NRS:: xylAg,
. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2

. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2::xylAg;

. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2::xylAg,

. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2::xylAg,

. sacchari abrigando plasmideo pBBR1IMCS-2::xylAg,

W 0 W W W W m

. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2::xylA*

Bramer et al., 2001
CBMAI

Fischer-Le Saux et
al., 1999

Invitrogen

Invitrogen

Simon et al., 1983

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
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B. sacchari abrigando plasmideo pBBR1MCS-2::xylAp
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Este trabalho

pBBRIMCS-2

pNPTS138

pBSK-xylA*

pCloneEZ-NRS:: xylAg,

pCloneEZ-NRS:: xylAg,

pBBR1MCS-2::upSxylA
pBBR1MCS-2::downSxylA
pNPTS138::upSxylA
pNPTS138::downSxylA
pNPTS138::upS+downSxylA

pBBRIMCS-2::xylAgs
pBBR1IMCS-2::xylAg,

pBBR1IMCS-2::xylAg,

PBBR1IMCS-2::xylAg,
pBBR1IMCS-2::xylA*

pBBR1IMCS-2::xylAp

Plasmideo mobilizavel com amplo espectro de hospedeiros
(5,144 Kb), Km'".

Plasmideo de curto espectro de hospedeiros (5361 Kb), com gene
de transferéncia M13ori, oriT, colE1 Km', sacB*.

Plasmideo derivado do pBluescript Il SK com resisténcia a
ampicilina e com o gene sintético xylA* (4234pb).

Plasmideo pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp com resisténcia a
ampicilina e contendo o gene sintético xylA de Burkholderia
xenovorans LB400 (3245pb).

Plasmideo pCloneEZ-NRS-Blunt-Amp com resisténcia a
ampicilina e contendo o gene sintético xylA de Burkholderia
phymatum STM815 (3248pb).

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo um fragmento de 930Kb
situado a montante (upStream) do gene xylA.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo um fragmento de 1001Kb
situado a jusante (downStream) do gene xylA.

Plasmideo pNPTS138 contendo um fragmento de 930Kb situado
a montante (upStream) do gene xylA.

Plasmideo pNPTS138 contendo um fragmento de 1001Kb
situado a jusante (downStream) do gene xylA.

Plasmideo pNPTS138 contendo os fragmentos de 930 e 1001Kb
situados a montante e a jusante do gene xylA respectivamente.
Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de B. sacchari.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de B.
cenocepacia.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de B.
Xenovorans.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de B. phymatum.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de B. sacchari
sintetizado com as mutagdes ditas melhoradoras.

Plasmideo pBBR1MCS-2 contendo o gene xylA de
P.luminescens.

(Kovach et al.,
1995)

M.R.K. Alley, Anac
or Phar-maceuticals
Inc., PaloAlto,
California.

GenOne

GenOne

GenOne

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

LFM - Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do ICB-USP; ATCC - American Type Cell Culture; Sac*- crescimento em sacarose;
PHA"- acimulo de PHA; Hx - auséncia de crescimento em acido hexandico; Kan®— sensibilidade a canamicina; Amp®— sensibilidade a
ampicilina; Tc®— sensibilidade a tetraciclina; Kan'— resisténcia a canamicina; sacB™ - genes sacB.

4.2 Condicdes de cultivo

As culturas microbianas de E. coli contendo os diferentes plasmideos, assim como de B.

sacchari foram cultivadas em meio liquido e/ou sélido de Luria Bertani (LB), contendo

antibidticos quando necessario (Sambrook, 1989). As culturas microbianas de B. sacchari

contendo os diferentes plasmideos, também foram cultivadas em meio liquido e/ou sélido de

meio mineral (MM), contendo os antibioticos, quando requerido, e xilose, glicose ou sacarose

quando necessario (Rocha et al., 2008). As linhagens de E. coli foram cultivadas a 37 °C, sob

agitacdo de 150-200 rpm durante 20 horas e as de B. sacchari foram cultivadas a 30 °C, com

agitacdo de 150-200 rpm durante 24 horas (h).
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4.3 Meios de cultura

Meio Luria Bertani - LB

Tabela — 4.2 — Composi¢édo do meio LB

Componente Concentracdo
Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
Cloreto de Sodio 10 g/L

Meio Mineral - MM

Tabela — 4.3 — Composi¢do do meio MM

Componente Concentragdo
Na,HPO4 3,5¢g/L
KH,PO, 1,5 g/L
(NH4)2SO, 1,0g/L
Solugdo de elementos tragos 1,0 mL/L
Citrato Férrico Amoniacal Sol. 6% 1,0 mL/L
CaCl,. 2H,0 Sol. 1% 1,0 mL/L
MgSO,. 7H,0 Sol. 20% 1,0 mL/L

A solugdo de elementos tragos continha: H;BO; 0,30 g/L; CoCl,. 6H,0 0,20 g/L; ZnSO4. 7H,0 0,10 g/L; MnCl,. 4H,0 0,03 g/L; NaMoOs.
2H,0 0,03 g/L; NiCl,. 6H,0 0,02 g/L; CuSO4. 5H,0 0,01 g/L.

Os meios de cultura so6lidos foram obtidos pela adi¢gdo de agar 15-20 g/L a
composicdo dos meios liquidos acima citados. Canamicina foi utilizada para a selecdo de

clones na concentracdo de 50 pg/mL.
4.4 Analise do draft do genoma de B. sacchari

Foi recentemente obtido um draft do genoma da bactéria B. sacchari por
sequenciamento na plataforma Roche GS FLX Titanium pela empresa Macrogen. Genes de
interesse envolvidos no catabolismo de xilose de outras Burkholderias foram obtidos no
GenBank do National Center for Biotecnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Utilizando o programa Bioedit (Bioscienses, 1997) estas sequéncias foram alinhadas com o

genoma de B. sacchari. Em seguida, utilizando os programas Artemis (Sanger Institute) para
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fazer a anotacdo dos genes, e o Softberry (Softberry, Inc.) para prever 0s genes e operons,
foram encontrados e anotados os potenciais genes do metabolismo de xilose nesta bactéria.

4.5 Alinhamentos e construcio de arvores filogenéticas

Os genes anotados no genoma de B. sacchari foram alinhados com os seus homologos
em outras espécies de Burkholderias obtidas no NCBI. O alinhamento foi feito utilizando trés
diferentes ferramentas eletronicas, como critério de comparacao e verificagdo, do European
Bioinformatics Institute, Clustal W2, Muscle e T-Coffee. Esses alinhamentos foram utilizados
para construcao de arvores filogenéticas utilizando o programa MEGA (Tamura K, 2011).
Para a montagem dessas arvores, foi utilizado o método “neighbor join” ¢ o “bootstrap” foi

calculado reamostrado 500 vezes (TAMURAK, 2011).
4.6 Analise da biblioteca metagenomica

Genes do metabolismo de xilose foram procurados em dados obtidos a partir da
biblioteca metagendmica fornecida pela Dra. Aline Maria da Silva do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica da USP (MARTINS et al., 2013). A busca foi feita

utilizando o nimero E.C. ou K.O. das enzimas de interesse em um banco de dados virtual.

4.7 Manipulacio do DNA
4.7.1 Extracio de DNA genomico e plasmidial

O DNA genbmico de B. sacchari LFM101 utilizado durante este trabalho foi extraido
utilizando o kit Dneasy Blood & Tissue da Quiagen, conforme instrucdes do fabricante. Para
a utilizacdo dos vetores de clonagem pBBR1MCS-2 e pNPTS138, estes foram extraidos de
um cultivo de E. coli S17-1 portadora destes vetores em meio LB com canamicina (LBK),
utilizando-se para isso o kit de extracdo de DNA plasmidial QIAprep® Spin Miniprep da
Qiagen. Apos a extracdo plasmidial, as amostras foram quantificadas em NanoDrop 2000 e

confirmadas por digestdo e eletroforese em gel de agarose.
4.7.2 Construcgdo dos iniciadores

O desenho dos iniciadores foi feito a partir de sequéncias obtidas através da analise do
draft do genoma recém-sequenciado de B. sacchari ou de sequéncias obtidas no NCBI das
diferentes bactérias utilizadas. Para a construcdo do cassete upS+downSxylA, foi feito o
desenho dos iniciadores para amplificacdo das regides a montante (upSxylA - 930pb) e a
jusante (downSxylA 1001pb) do possivel gene xylA. A construcdo e analise in silico dos
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iniciadores foi feita utilizando-se o programa Serial Cloner (Softonic). Com este programa foi

possivel saber quais os sitios de restricdo eram apropriados para serem utilizados e assim estes

foram inseridos nas extremidades dos iniciadores (tabela 4.4).

Tabela — 4.4 - Iniciadores sintetizados para a amplificacdo de genes xyl. Os sitios de restricdo estdo sublinhados

e especificados na tabela.

Iniciadores sintetizados Sitio; de Denominacéo
restricdo

1F - [5’-CTATATGGGCCCCAATGCCGTGCATCAGACAG-3’] Apal PFApal

1R - [5’-CAAGATAAGCTTGAAATACGACATGTCGTCTCC-3] Hindlll PRHindlllI
2F — [S’-CATAATAAGCTTATTTACGGCCAACGCTGAGCG-37] HindlI11 PFHindlIllI
2R - [5’-CAGATGGGATCCGACATGAGATGCCATGTGC-37] BamHI PRBamHI
3F - [5-GCTAGCAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAG-3’] HindlIl11 PFxylAgs
3R-[5-AGCGTAGGATCCTCAGCGTTGGCCGTAAATC-3"] BamHI PRxylAgs
4F — [5’-GCATAGAAGCTTTGCAACAAGAACCCGCACG-37] HindlIl1l PFxylAg.
4R - [5’-ACTGACGGATCCTCAGCGCAACCCGTAGAT-37] BamHI PRxylAg.
5F - [5>-GCTACTTCGAGCATATCCCC-3’] - PFxylAgx
5R - [5’-TCAACGGCCACTGTAGATTG-37] - PRxylAgx
6F — [5’-GAGCTACTTCGAACACCTCC-37] - PFxylAg,
6R - [5’-CACTTCGCCGACGAGAAAATC-3"] - PRxylAg,
7F - [5>-TACGATGGGCCCGTGAGAGAGTGCAGCCAAC-3] Apal PFxylAp
TR - [5-ACTGCAGGATCCCGCCTATTGAGATAGGCTC-3"] BamHI PRxylAp
8F — [5*-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’] - PFM13

8R - [5’-CAGGAAACAGCTATGACCATG-37] - PRM13

4.7.3 Reacdes de PCR

As reacOes de PCR foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient ou

Vapo.protect da marca Eppendorf ou Veriti 96 well termal cycler da marca Applied

Biosystems). Para a amplificacdo e clonagem dos fragmentos upSxylA e downSxylA foi

utilizado a HotStar HiFidelity DNA Polimerase. Para a amplificacdo e clonagem dos genes

xylA de B. sacchari, B. cenocepacia e P. luminescens, foi utilizado a enzima Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase. Estas enzimas, além da atividade de polimerizacdo de DNA,

possuem a habilidade de revisar as sequéncias de bases recém-preenchidas na fita de DNA,
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através de sua atividade de exonuclease (Manual Platinum® Tagq DNA Polimerase High
Fidelity, Invitrogen e Phusion High-Fidelity DNA Polimerase, Thermo Scientific). As

condicdes utilizadas foram aquelas indicadas pelo fabricante.

Para um volume de 25 uL de reagéo utilizando HotStar Hifidelity:

HotStar Hifidelity DNA polimerase 0,5 uL
5x HotStar Hifidelity Buffer 50 uL
Iniciador foward (5 uM) 1,0 uL
Iniciador reverse (5 uM) 1,0 uL
DNA (<250 ng/ pL) 1,0 uL
Agua livre de nuclease 15 ulL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck) 1,5 uL

Para um volume de 20uL de reagdo utilizando Phusion:

Phusion DNA Polimerase 0,2 uL
5x Phusion HF buffer 4,0 ul
10mM dNTPs 0,4 uL
Iniciador foward (5 uM) 2,0 uL
Iniciador reverse (5 uM) 2,0 uL
DNA 1,0 uL
Agua livre de nuclease 8,4 uL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck) 3,0 uL

Quando necessario foi adicionado cloreto de magnésio em quantidades variadas.

As reacdes de amplificacdo com a enzima HotStar foram realizadas a uma temperatura
inicial de deshaturacdo de 95 °C por 5 minutos, seguidas de subsequentes ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 54 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C
por 1 minuto. Esse ciclo foi repetido 30 vezes.

As reacgdes de amplificagdo com a enzima Phusion foram realizadas a uma temperatura
inicial de desnaturacdo de 98 °C por 1 minuto, seguidas de subsequentes ciclos de
desnaturacéo a 98 °C por 10 segundos, anelamento a X °C (temperatura varia dependendo do
iniciador utilizado) por 20 segundos 0 e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Esse ciclo foi repetido

30 vezes seguido de uma extenséo final a 72 °C por 5 minutos.
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Os amplicons foram purificados utilizando para isso o kit PCR Purification da Qiagen,
conforme as instrugdes descritas pelo fabricante. As amostras purificadas foram
encaminhadas para sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano, conforme o

protocolo descrito no site da instituicdo (http://genoma.ib.usp.br/).

Para as demais reac6es de PCR e de PCR de col6nia, com finalidade essencialmente de
confirmar a inser¢do dos fragmentos clonados no vetor e sele¢do das colbnias positivas, foi
utilizado a Tag DNA polimerase presente no GoTag® Green Master Mix (Promega, USA).
As condig0es utilizadas foram as seguintes:

Para um volume de 10 pL de reagdo de PCR:

PCR GoTag® Green Master Mix (Promega, USA)* 6,0 uL
Iniciador foward (5 uM) 1,0 uL
Iniciador reverse (5 uM) 1,0 uL
DNA (< 250 ng/pL) 1,0 uL
Agua livre de nuclease 0,5 uL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck) 0,5 uL

* 50 U/mL Taq DNA polimerase, 400 uM de cada dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 3 mM de MgCI2.

Para um volume de 12 pL de reagdo de PCR de coldnia:

PCR GoTag® Green Master Mix (Promega, USA)* 6,25 uL
Iniciador foward (5 uM) 1,25 pL
Iniciador reverse (5 uM) 1,25 uL
DNA (< 250 ng/uL) 1 colbnia
Agua livre de nuclease 2,25 uL
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck) 1,0 uL

* 50 U/mL Taq DNA polimerase, 400 uM de cada dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 3 mM de MgCI2.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas a uma temperatura inicial de
desnaturacdo de 94 °C por 5 minutos, seguidas de subsequentes ciclos de desnaturacdo a 94 °C
por 30 segundos, anelamento a X °C (depende do iniciador utilizado) de 1 a 3 minuto e
extensdo a 72 °C por 1 minuto. Esse ciclo foi repetido 30 vezes, seguido por uma extensao

final a 72 °C por 10 minutos.
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4.7.4 Visualizagdo do DNA

Para visualizacdo e anélise do DNA provenientes de digestdes, extraces e produtos de
PCR, foram realizadas corridas de eletroforese em géis de agarose elaborados na concentragdo
de 0,8% (m/v). A solucdo TAE foi utilizada para dissolver a agarose, bem como o tampao de
corrida (SAMBROOK, 1989).

Solugdo TAE
Tris-base (hidroximetil aminometano) 242 g
Acido acético glacial 57,1 mL

EDTA de calcio e sddio (etileno diamina tetrapétalo de célcio e s6dio) 0,5M 100 mL
H,0 q.b. 1000 mL

A agarose dissolvida em TAE foi levada ao micro-ondas por 1 minuto e em seguida
adicionou-se SYBR® Safe na proporcdo de 1 pL de SYBR para 10 mL de agarose diluida em
TAE. Apds a solidificacdo do gel, as amostras de DNA foram aplicadas a este, que foi
submetido a corridas eletroforéticas de 60-120 V, 80 mA, 80 W por 1-2 horas. Ao final da
corrida eletroforética, os fragmentos de DNA foram visualizados sob luz UV (254 nm) em
transiluminador (Multidoc-It Digital Imaging system UV transilluminator, USA). Foi
aplicado no primeiro pogo da canaleta do gel, o marcador de peso molecular de DNA, 1kb
plus fermentas, para orientacdo na selecdo dos fragmentos obtidos.

4.7.5 Purificacdo dos produtos de PCR obtidos

Para o isolamento e a purificacdo do produto de interesse de cada reacdo de PCR apds a
separacdo e visualizacdo dos fragmentos por corrida eletroforética em gel de agarose, foram
utilizados dois tipos de kits dependendo da presenca de bandas inespecificas. Para o
isolamento a partir do gel de agarose, quando havia presenca de bandas inespecificas, foi
utilizado o QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, USA) e para os produtos de PCR que s6
apresentavam o amplicon de interesse foi utilizado o QIAquick PCR purification kit
(QIAGEN, USA), conforme instrucdes dos fabricantes. Este mesmo procedimento foi

utilizado para purificar as digestoes.



38

4.7.6 Digestdo dos clones com enzimas de restricdo

Os DNAs plasmidiais previamente extraidos foram digeridos com enzimas de restri¢éo
do tipo FastDigest® (Fermentas Life Sciences), com volume final de 60 pL. As reacdes de
digestdo ocorreram de acordo com as orientacdes do fabricante, seguindo as concentracdes,

temperatura e tempo de incubacao, especificos de cada enzima.
4.7.7 Reacao de sequenciamento

Ap0s a purificacdo dos fragmentos amplificados, estes foram utilizados para a reacao
de sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma Humano - USP, com o ABI 3730
DNA Analyser (Applied Biosystems, USA). As reagOes de sequenciamento foram feitas
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. As sequéncias consenso
foram obtidas pelos softwares Pregapep e GAP oferecidos pelo programa Staden Package
(Bonfield, Staden, 1996) e posteriormente comparadas com as sequéncias obtidas atraves da

andlise do genoma de B. sacchari.
4.7.8 Reacdo de ligacao

A ligacdo foi feita utilizando a enzima T4 DNA Ligase, de acordo com o protocolo do
fabricante (T4 DNA Ligase Blue/White cloning qualified, Promega, Madison, EUA).

4.7.9 Eletroporagdo

Células eletrocompetentes das linhagens E. coli DH5a, E. coli DH10B e B. sacchari,
foram preparadas conforme descrito por Ausubel,1992 (Ausubel, 1992). Inoculou-se uma
coldnia da bactéria em meio LB liquido durante 16 horas a 37 °C em agitador rotativo. Apds a
incubacdo, a densidade Otica (D.0.610nm) foi determinada e um volume adequado de meio
LB foi adicionado ao cultivo, de modo a se obter D.0.610 nm inicial de 0,1 unidades de
absorbancia e 500 mL de cultura final. O cultivo foi entdo incubado a 37 °C em agitador
rotativo e medicgBes de D.O. foram realizadas, até atingir D.0.610 nm = 0,5.

Atingida a D.O. adequada, transferiu-se a cultura para tubos de centrifuga pré-
resfriados, mantida em banho de gelo (15 min), e centrifugadas (15 min, 8000 rpm, 4 °C).
Descartando o sobrenadante, as células foram ressuspensas em 100 mL de agua milli-Q estéril
e gelada, e foram centrifugadas nas mesmas condicOes descritas anteriormente. Esse
procedimento foi repetido duas vezes e na terceira repeticdo, a agua milli-Q estéril foi

substituida por glicerol 10%. O sobrenadante foi mais uma vez desprezado e as células foram


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
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ressuspendidas em 1mL de glicerol 10% gelado, distribuidas em aliquotas de 40 pL ¢
conservadas em freezer -80 °C.

Para transformacéo das células eletrocompetentes foi adicionado 1uL do plasmideo a
aliquota de células eletrocompentes. A mistura foi entdo transferida para cubetas de
eletroporacédo de 0,2 cm, previamente resfriadas. As células foram eletroporadas a pulsos de
2500 V, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q. Adicionou-se 1,0 mL de meio LB as
células, que foram incubadas a 37 °C por uma hora no caso de E. coli e a 30 °C de 2 as 24
horas no caso de B. sacchari. Posteriormente, as células foram semeadas em meio LB solido
contendo canamicing, e IPTG e X-Gal quando necessario, e incubadas a 37 °C por 24 horas

ou 30 °C por 48 h, no caso de E. coli e B. sacchari respectivamente.
4.7.10 Conjugacao
Método 1:

Uma cultura de B. sacchari em MM com 1 g/L de glicose (MMGL1), incubada por 24
h, foi semeada em placa com MMGT1 acrescido de canamicina 50 pg/mL (MMGI1K). Células
de E. coli S17-1 contendo os plasmideos foram semeadas pontualmente, com auxilio de
palitos estéreis, contendo meio MMG1K sélido com B. sacchari, incubando-se a 30 °C
durante 48 horas. As colonias de B. sacchari recombinantes assim obtidas, foram isoladas
através de repicagens sucessivas em MMG1K ou MMS1K (MM contendo sacarose 1 g/L e

canamicina 50 pg/mL), e finalmente, LBK.
Método 2:

Uma cultura de B. sacchari foi cultivada em LB liquido por 24 horas a 30 °C e 150
rpm. O mesmo foi feito com uma cultura de E. coli S17-1 contendo o plasmideo
pPNPTS138::upS+downSxylA porém em meio LBK a 37 °C. Em seguida, de 1 a 25 mL de
cada cultura foram centrifugados e suspensos em 0,5 ou 1 mL LB e foram misturados em um
tubo de ensaio o qual ficou a 30 °C sem agitacdo por 24 horas. Depois essa mistura foi
centrifugada, suspendida em salina 0,85% e semeada em placas de MMG1K e incubadas a 30
°C de 48 horas a 96 horas. As colbnias de B. sacchari recombinantes assim obtidas foram
testadas por PCR de colonia e foram isoladas através de repicagens sucessivas em MMG1K
ou MMSIK e finalmente, LBK.
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Método 3:

Uma cultura de B. sacchari foi cultivada em LB liquido por 24 horas a 30 °C e 150
rpom. O mesmo foi feito com uma cultura de E. coli S17-1 contendo o plasmideo
pPNPTS138::upS+downSxylA, porém em meio LBK a 37 °C. Em seguida utilizando um
sistema de filtracdo foram filtrados em uma membrana estéril 1 mL da cultura de B, sacchari
e em cima desta, 1 mL da cultura de E. coli S17-1 contendo o plasmideo e assim
sucessivamente por 5 camadas de cada bactéria. Essa membrana foi colocada em uma placa
de meio LB e incubada a 30 °C por 24 horas. Foi feita a lavagem desta membrana com salina
0,85% e entdo a cultura celular foi centrifugada, ressuspendida em 0,5 mL de salina 0,85% e
semeada em placas de MMG1K, as quais foram incubadas a 30 °C de 48 horas a 96 horas. As
colbnias de B. sacchari recombinantes assim obtidas foram testadas por PCR de col6nia e
foram isoladas através de repicagens sucessivas em MMG1K ou MMSI1K e finalmente, LBK.

4.8 Construcao do plasmideo pNPTS138::upS+downSxylA

Os amplicons upSxylA (regido a montante do gene xylA) e downSxylA (regido a
jusante do gene xylA), foram primeiramente amplificados por reacdo de PCR utilizando a
enzima HiFidelity. Estes fragmentos purificados foram encaminhados para sequenciamento
no Centro de Estudos do Genoma Humano, conforme o protocolo descrito no site da
instituicdo (http://genoma.ib.usp.br/). Estes fragmentos foram entdo digeridos com as enzimas
de restricdo adequadas (upSxylA — Apal/Hindlll; downSxylA — Hindlll/BamHI) e em
seguidos ligados separadamente ao vetor pBBR1MCS-2 (0 GEM®-T Easy Vector, Promega
Corporation) por uma T4 DNA ligase, incubados 18- 24 horas a 16 °C e inseridos em E. coli
DH5a por eletroporacdo (Sambrook, 1989). A selecdo dos clones foi feita pela adicdo de
IPTG (isopropil-tio-B-D-galactosideo) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosideo)
em meio LB sélido com canamicina (LBK). Os plasmideos foram entdo extraidos dos
transformantes, digeridos com o par de enzimas de restricdo adequado ja mencionados (tabela
4.4) e as amostras foram analisadas em gel de agarose (0,8% m/v). O kit Qiaquick Gel
Extraction da marca Qiagen foi utilizado quando a extracdo de DNA a partir do gel de agarose
foi necessaria. Confirmada a insercdo de upSxylA e downSxylA no pBBR1MCS-2, esses
amplicons foram ligados ao vetor pNPTS138 apds sua digestdo com as enzimas de restricdes
adequadas. A ligacdo foi feita utilizando a enzima T4 DNA Ligase, de acordo com o
protocolo do fabricante (T4 DNA Ligase Blue/White cloning qualified, Promega, Madison,
EUA). A concentracdo de DNA das amostras foi analisada com o aparelho NanoDrop 2000.
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Os plasmideos pNPTS138 com dois amplicons separados foram inseridos em E. coli DH5o.
por eletroporagdo. Os transformantes foram selecionados em meio solido LBK com a adic&o
de IPTG e X-Gal e confirmados atraves do PCR de colonia e analisados em gel de agarose
(0,8% m/v). Em seguida, o plasmideo pNPTS138::upSxylA foi digerido com o par de enzimas
de restricdo Hindlll/BamHI e ligado com o fragmento previamente purificado e digerido
downSxylA. Esta construcdo foi inserida por eletroporacdo em E. coli DH5a. A selecéo dos
transformantes foi feita em meio sélido LBK e confirmados através do PCR de coldnia e
analisados em gel de agarose (0,8% m/v). Este plasmideo foi extraido e suas amostras
purificadas foram encaminhadas para sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma
Humano, conforme o protocolo descrito no site da institui¢do (http://genoma.ib.usp.br/).

4.9 Mutacéo por radiacdo UV e selecdo de clones de B. sacchari deficientes no consumo

de xilose (xil)

4.9.1 Curva de sobrevivéncia a radiacéo

A radiacao ultravioleta (UV) (comprimento de onda 254 nm e poténcia da lampada 15
Watt) foi empregada para determinagdo da sobrevivéncia de B. sacchari em fungdo do tempo
de exposicdo, para definir condi¢cdes necessarias a obtencdo de uma faixa de sobreviventes
entre 1 ¢ 10% da populacdo original (Silva et al., 1998). O armério para irradiacdo utilizado
tem uma altura total de 47,0 cm, uma largura de 47,4 cm e a distancia das placas até a luz UV
é de 43 cm.

Uma cultura bacteriana em LB (24 h) foi submetida a diluicdes decimais seriadas.
Volumes de 100 ul de diluicGes apropriadas foram semeados em MM sélido com sacarose 1
g/L (MMS1), utilizando-se al¢a de Drigalski. Os meios com as culturas bacterianas foram
rapidamente irradiadas por diferentes periodos de tempo, protegidas da luz branca e incubadas
em ambiente escuro durante 48 horas. Apds a incubacdo, fez-se a contagem de unidades
formadoras de coldnia por unidade de volume (UFC/mL), definindo-se a condicdo para se
obter a sobrevivéncia desejada (MENDONCA, 2009).

4.9.2 Selecéo de clones de B. sacchari deficientes no consumo de xilose (xil")

A mutagéo e a selecdo de clones xil” foi realizada segundo Silva (1998) Mendonca
(2009) com algumas modificacGes. Diluicdes apropriadas de uma cultura de B. sacchari em

LB foram inoculadas em MMS1, sendo imediatamente irradiadas por diferentes tempos com
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luz UV, 254 nm, e incubadas no escuro por 48 horas. Clones obtidos apds irradiacdo foram
recolhidos, suspensos, centrifugados, lavados e ressuspensos em solugcdo salina 0,85% de
modo a se atingir uma D.0.610 = 2,0. Para reduzir o nimero de células capazes de utilizar
xilose, 20 mL desta suspensdo foram adicionados a 180 mL de MM com xilose 1 ¢g/L e
ampicilina (30 pg/ml) (MMX1A), incubando-se por 11 horas. A seguir, o cultivo foi
centrifugado e lavado, acertando novamente a D.0.610 em 2,0. 20 mL da cultura foram
reinoculados em MM (nitrogénio 3g/L) com sacarose 10 g/L (MMS10/3), reincubando-se por
11 horas. O ciclo de cultivos em MMX1A e MMS10/3 foi repetido mais trés vezes. Apos
cada cultivo, clones mutantes foram isolados em placas de MMS1, os quais foram testados
com relagdo a capacidade de crescer em xilose (MMX1) como Unica fonte de carbono. Este

procedimento esta esquematizado na figura 4.1.
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Figura — 4.1- Esquema de cultivo para mutacéo e selecdo de clones mutantes xil (sac’). MMS ou MMX 1/1:
Meio mineral com adi¢&o de 1 g/L de sacarose ou xilose; Amp: Antibidtico ampicilina.

4.10 Sintese de genes para construcao de recombinantes

Para construcdo das linhagens de B. sacchari abrigando os genes xylA*, xylAg, e
xylAgx, foi realizada a sintese desses genes atraves da empresa GenOne. As sequéncias

utilizadas foram obtidas no draft do genoma recém-sequenciado de B. sacchari e no NCBI.
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4.11 Ensaio para medir a atividade enzimatica da enzima xilose isomerase

Para medir a atividade enzimatica da proteina Xilose isomerase foi utilizado um
método acoplado. Neste, a xilose sera isomerizada a xilulose, pela enzima xilose isomerase, e
este produto serd utilizado junto com a coenzima nicotinamida adenina dinucleétido hidreto
(NADH) para formacdo de xilitol, reacdo catalisada pela enzima sorbitol desidrogenase
(figura 4.2). Durante o experimento foi medido a absorbancia em 340 nm referente ao NADH

que ¢é consumido ao longo da segunda reacao.
Xilose Isomerase Sorbitol Desidrogenase

Xilose Xilulose / Xilitol
NADH

Figura — 4.2: Representacdo das reagdes do ensaio enzimatico acoplado para medicdo da atividade enzimética
da xilose isomerase. O consumo de NADH foi medido utilizando um espectrofotdmetro de placa a 340 nm.

O ensaio enzimatico foi realizado segundo (Kersters-Hilderson et al., 1987) com
algumas alteracGes. Culturas de B. sacchari selvagem e recombinantes foram crescidas em
10mL de meio liqguido MMX ou MMXK (4 g/L de xilose) durante 24 horas. As culturas
foram centrifugadas e lavadas com o tampédo de lavagem (10% glicerol, 40 mM pH8,0 Tris,
10 mM MgCl,, 5 mM NaCl e 10 mM B-mercaptoetanol) e suspendidas em 1 mL do mesmo
tampé&o. A partir deste momento todas as preparacées seguintes foram realizadas no gelo. Em
seguida, essas culturas foram sonicadas utilizando um sonicador de ponta fina (Lab-Line
Instruments). Foram realizados 10 pulsos de 5 segundos com um intervalo de 5 segundos
entre eles com uma amplitude de potencia de 20% do total. A solugdo formada foi
centrifugada e o sobrenadante, contendo os extratos celulares, foi recuperado. As medic6es
foram realizadas utilizando placas de 96 pogos no equipamento “Synergy H1 microplate
reader” da marca BioTek. Em cada pogo foi adicionado 35 L de extrato celular ou tampé&o de
lavagem no caso do controle negativo, 15 puL da enzima Sorbitol Desidrogenase (em uma
mistura de 2,5 mL de 200 mM Tris e 2,5 mL de glicerol 100% a 10 U/mL) e 250 pL de
tampdo de medicdo (50 mM pH 7,5Tris, 10 mM MgSQ,4, 1 mM TEA, 0,2 mM NADH e 50
mM xilose). A medicéo foi feita através da absorbancia em 340 nm durante 26 minutos. Em
sequida foi medida a concentracdo de proteina de cada extrato pela metodologia de Bradford
(BRADFORD, 1976). A curva padrdo de Bradfort est no anexo 8.
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4.12 Avaliacdo da producédo de PHA a partir de xilose

Para avaliacdo quantitativa, as linhagens recombinantes de B. sacchari foram
inoculadas em MMX liquido contendo canamicina, quando necessario, e incubadas em
agitador rotativo a 30 °C por 24 horas a 150rpm. Apds esse periodo, foi medida a absorbancia
da cultura e foi inoculada a quantidade necessaria para comecar 0 ensaio com uma D.O. de
0,4 tomando em conta o volume maximo do cultivo de 50 mL. O inoculo foi feito em MMX
liquido contendo canamicina, quando necessario, com Xxilose 15 g/L e com nitrogénio em
concentracdo limitada, de forma a se obter condi¢es propicias ao acumulo de PHA. Estes
cultivos foram incubados a 30 °C por 72 horas a 150 rpm. Foram retiradas amostras com 0,
24, 48 e 72 horas de cultivo para analises posteriores (determinacdo de biomassa, xilose e
PHA). Para todos os ensaios foram realizados cultivos em triplicata, conforme previamente

descritos por Gomez et al., 1996.

4.12.1 Teor e composicao do polimero

Quantidade e composi¢cdo de PHA: A quantidade e composicdo de PHA foram
determinadas por cromatografia de fase gasosa de propil-ésteres (Riis, Mai, 1988). Cerca de
10 a 15 mg de células liofilizadas foram transferidas para tubos de vidro, aos quais foram
adicionados 2 mL de uma solucdo de &cido cloridrico em propanol (1:4 v/v), 2mL de 1,2-
dicloretano e 100 pL de uma solugdo de &cido benzoico (40 g/L) em propanol. Os tubos
foram submetidos a uma temperatura de 100 °C por 3 horas. Apds o resfriamento, foram
adicionados aos tubos 4 mL de agua destilada, agitando-os por 30 segundos. Apds a separacdo
da fase aquosa da fase organica, descartou-se a aquosa e a organica foi utilizada para a
analise. As amostras foram analisadas por cromatografia de fase gasosa de propil-ésteres
(Riis, Mai, 1988) (Gomez, 2000). Foi utilizado cromatografo gasoso HP7890A Series GC
System equipado com uma coluna HP-5 (5% difenil-95%dimetil-polisiloxane, comprimento
30 m, diamentro 320 mm, espessura do filme 0,25 um). A analise foi conduzida nas seguintes
condigdes: gas de arraste - Hélio (0,6 mL/min); Temperatura do injetor: 250 °C; Temperatura
do detector: 300°C; Sistema de deteccdo: ionizacdo de chama (FID); Programa de
temperaturas do forno: 100 °C por 3 minuto (6 C/min), elevacdo da temperatura até 180 °C

por 5 minutos (6 °C/min) e até 240 °C por 1 minuto.

4.12.2 Biomassa
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A massa seca foi determinada por gravimetria, centrifugando-se 10 mL do cultivo
(10600 x g, 10min, 4 °C) e submetendo-o a liofilizag&o.
Para cada amostra foi medida a densidade celular em espectrofotometro (Varian Cary

50 UV-visible spectrophotometer, Agilent Technology A=610 nm)

4.12.3 Carboidratos
A concentracdo de xilose foi determinada por cromatografia de fase liquida (HPLC).
O método utilizado: coluna Aminex- HPX-87H (Biorad); temperatura do detector - Rl 400 C;

vazdo da fase mével - 0,3 mL/min; temperatura da coluna — 30 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Levantamento de genes e operons envolvidos no metabolismo de xilose

Inicialmente, foi feito o levantamento das sequéncias proteicas da enzima Xxilose
isomerase, codificada pelo gene de catabolismo de xilose, xylA, nas familias
Burkholderiaceae e Enterobacteriaceae. Esse levantamento foi feito no NCBI, utilizando
como base a sequéncia da proteina xilose isomerase de E. coli, a qual j& foi bem descrita na
literatura (Song, Park, 1997). Essas sequéncias foram alinhadas utilizando trés diferentes
ferramentas eletronicas, como critério de comparagdo e verificagdo, do European
Bioinformatics Institute, Clustal W2, Muscle e T-Coffee. Na maioria dos alinhamentos, foi
utilizada a sequéncia de aminoacidos, uma vez que o0 codigo genético é redundante e
considerar nucleotideos pode trazer informacfes duvidosas. Foram obtidas e alinhadas 32
sequéncias de Burkholderiaceae e 55 de Enterobaceriaceae. Esses alinhamentos foram
utilizados para construgdo de arvores filogenéticas. Durante o alinhamento, sequéncias muito
similares (acima de 95% de similaridade) foram agrupadas e consideradas um s6 organismo
deste grupo para elaborar a arvore. Sequéncias incompletas (menos de 430 aminoacidos)
foram descartadas. A sequéncia de xylA de B. sacchari descrita por Lopes et al. 2009b foi
incluida nesta arvore. Dados complementares dos genes de metabolismo de xilose nesta
bactéria foram posteriormente analisados detalhadamente, conforme descrito mais adiante

(item 5.3). As arvores filogenéticas construidas se encontram na Figura 5.1 e 5.2.

Esses resultados mostram que existe certa diferenga entre a proteina xilose isomerase,
produto do gene xyl4, na familia Enterobacteriaceae (figura 5.1) assim como na familia
Burkholderiaceae (figura 5.2). Pode-se dividir cada arvore em alguns grupos, 8 para as
Enterobacteriaceae e 4 para as Burkholderiaceae. Estes grupos foram assim separados por
estar em ramos distintos, o que indica a presenca de certas diferencas na sequéncia da proteina
estudada. Desta forma, as proteinas xilose isomerase dos grupos mais distantes (grupos 2, 3,
4,5,6,7 eS8, figura 5.1 e grupo 1, 3 e 4, figura 5.2) das bactérias j& bem conhecidas, no caso
E. coli (Grupo 1, figura 5.1), e B. sacchari (grupo 2, figura 5.2) sdo aqueles considerados mais
interessantes. Os critérios para se considerar um gene promissor foram baseados na literatura

e estdo discutidos no item 5.2.
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Figura — 5.1: Arvore filogenética da proteina xilose isomerase, produto do gene xylA, na familia
Enterobacteriaceae. A xilose isomerase de B. sacchari foi utilizada como “out group”. O numero nas
interseccdes representa a porcentagem do bootstrap.
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Figura — 5.2: Arvore filogenética da proteina xilose isomerase, produto do gene xylA, na familia
Burkholderiaceae. A xilose isomerase de E. coli foi utilizada como “out group”. O ndmero nas
intersec¢des representa a porcentagem do bootstrap.

5.2 Selecéo de genes

A partir das arvores filogenéticas os grupos de genes candidatos a selecdo se
encontram nos grupos 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8, figura 5.1 e grupo 1, 3 e 4, figura 5.2. Esses grupos

seriam 0s escolhidos por estarem distantes das bactérias ja conhecidas.

Como os resultados indicam que 0s genes apresentam diferencas, entretanto ndo se
sabe se elas trazem alguma melhoria para a funcdo da enzima xilose isomerase, 0 que poderia
influenciar o consumo de xilose, foi feita uma busca de indicadores de tal melhoria na

literatura.

Sabe-se que o sitio ativo desta enzima possui dois aminoacidos essenciais, uma
histidina na posi¢do 100 e um aspartato na posi¢do 103 (no caso da Burkholderia phymatum
STM815) e qualquer mutacdo nesses aminoacidos inibe a funcdo desta enzima (Asboth,
Naray-Szabo, 2000). Outros aminoacidos essenciais sdo aqueles que se ligam a metais,
principalmente o magnésio, que é essencial para a atividade desta enzima (Asboth, Naray-
Szabo, 2000). Estes dois grupos de aminoacidos essenciais sdo bem conservados em

Pyromices sp. E2, Burkholderiaceae e Enterobacteriaceae. Outra informagdo importante
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sobre esta enzima é que ela funciona somente quando suas subunidades estdo associadas a
outras na forma de dimeros e tetrdmeros (ASBOTH, NARAY-SZABO, 2000; LEE et al.,
2012).

Deste modo, foram procurados quais aminoacidos poderiam ser alterados para
melhorar a eficiéncia desta proteina. Um trabalho recente em leveduras que tinha como
objetivo melhorar a atividade da enzima Xxilose isomerase de Piromyces sp. E2 conseguiu
aumentar a atividade enzimatica em 77% ap0s uma evolucéo dirigida (Lee et al., 2012). No
total foram alterados seis aminoécidos (E15D, E114G, E129D, T142S, AL177T e V433l) que,
segundo este trabalho, melhoram a interacdo enzima substrato (T142S e A177T), com
mutacdes perto do sitio ativo, e a estabilidade da enzima (E15D e V433l), com mutacbes
perto dos sitios de ligacdo entre os monémeros. Utilizando este trabalho como modelo, foi
pesquisado como se comportam esses aminodcidos nas Xxiloses isomerases de
Burkholderiaceae e Enterobacteriaceae. Um exemplo de uma regido do alinhamento feito nas
Burkholderiaceae indicando diferentes aminoacidos importantes esta exposto na figura 5.3, o

alinhamento completo se encontra no anexo 1.
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Figura — 5.3: Alinhamento das enzimas xilose isomerases de B. sacchari, outras Burkholderias e de Piromyces
sp. E2. Em vermelho estdo ressaltados os amino4cidos importantes para o sitio ativo da enzima. Em azul alguns
dos aminoécidos que foram modificados em Piromyces, para aumentar a atividade da enzima (Lee et al., 2012).
Essas modificagdes estdo mostradas na parte de cima dos circulos azuis, G — glicina; D — aspartato; S — serina; T
— Treonina. Em verde alguns aminoacidos que sdo importantes para a ligacdo com metais que sdo essenciais para
o funcionamento da enzima. O alinhamento completo apresenta 440 aminoacidos (anexo 1), aqui esta exposto
somente uma parte deste alinhamento.

As sequéncias das bactérias Photorhabdus luminescens e Enterobacter sp. Agl
apresentaram uma mutagdo indicada por Lee et al. (2012), V433l. Observa-se que as
mutacdes descritas como melhoradoras ndo ocorrem naturalmente, sendo esses aminoacidos
altamente conservados. Além disso, os autores demonstraram que somente uma mutagdo ndo
é suficiente para o melhoramento esperado, ao contrério uma combinacdo de 6 mutagdes foi

necessaria.

Assim, naturalmente ndo foi encontrada uma sequéncia promissora com esta analise in

silico, associada & busca por mutagdes melhoradoras.

Neste ponto do desenvolvimento deste trabalho, estes resultados foram apresentados
no seminario de biologia molecular do Depto de Bioquimica da USP e algumas
sugestdes/comentarios adicionais foram discutidos sobre a dificuldade de expressdo desses
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genes heterdlogos em B. sacchari devido ao cddon preferencial de cada bactéria, sugerindo-se
que alguns genes selecionados fossem sintetizados baseados neste codon de preferéncia pra
serem introduzidos e testados no hospedeiro B. sacchari selecionado, o que sera levado em

conta nos proximos passos.

Ao analisarmos trabalhos da literatura, conclui-se que a xilose isomerase (codificada
pelo gene xylA) tem sido o foco no qual os autores tém investido para o melhoramento da
capacidade de organismos a utilizarem a xilose (De Figueiredo Vilela et al., 2013; Hector et
al., 2013; Kurosawa et al., 2013; Lee et al., 2012; Lopes et al., 2009b; Madhavan et al., 2009;
Maehara et al., 2013; Van Vleet, Jeffries, 2009; Wang et al., 2013; Zhou et al., 2012). Alguns
trabalhos dizem que a presenca do gene xylB (figura 2.1) para 0s organismos gque ndo a
possuem € essencial para o fluxo do metabolismo na direcdo do catabolismo deste acucar (Lee
et al., 2012). Entretanto, como nosso organismo hospedeiro para novos genes, B. sacchari, ja
possui este gene, a insercdo de um novo xylA seria suficiente para testar melhoramentos do
uso da xilose. Embora melhoramentos da capacidade catalitica de enzimas sejam
considerados trabalhos herculeos para alguns autores, estes também consideram que, no caso
da xilose isomerase existiria um amplo espaco para tais melhoras. Embora esta afirmativa
tenha sido feita em 2000 por Asbéth & Naéray-Szabd, somente em 2012 foi encontrado um
melhoramento realizado e testado com sucesso (Lee et al., 2012). Tendo isso em mente, foi

dada énfase em estudar o gene xylA.

Quanto a xylFGH, trata-se de um transportador do tipo ABC especifico para xilose que
envolve trés componentes principais codificados pelos genes xylF (proteina periplasmatica),
xylG (permease) e xylH (ATPase), que estdo organizados em um Unico operon (xylFGH)
(Song, Park, 1997). Outros sistemas de transportes existem, como o produto dos genes XylE e
xylT que consiste em um sistema quimiosmotico do tipo simporte de prétons, de baixa
afinidade (Sofia et al., 1994). Porém, como a bactéria E. coli KO1I, que possui estes dois
transportadores (ABC e simporte) ainda ndo consegue consumir xilose eficientemente (Freire,

2012), provavelmente outras limitagdes estao associadas a esta deficiéncia.

Devido & organizacdo complexa do operon xylFGH e da composicdo da proteina
codificada sua substituicdo apresenta uma barreira complicada. Assim este trabalho se
encontra sob responsabilidade de Linda Guaman, aluna de doutorado do laboratorio de
Bioprodutos, compondo a linha de pesquisa onde o presente trabalho também esta inserido.
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No decorrer deste trabalho, recebemos o draft do genoma de Burkholderia sacchari
que se encontra em fase de organizacgdo. Para obter este draft, 0 genoma de B. sacchari foi
submetido ao pirosequenciamento segundo o protocolo do 454 GS FLX Titanium da Roche.
Foram obtidos 125 contigs, totalizando 7.264.556pb, com um N50 de 214.117pb e com
785.665 reads.

Diante desses dados, foi feita uma busca para verificar que vias metabolicas de xilose

estariam codificadas neste genoma, o0 que sera comentado a seguir.
5.3 Anailise de genes do metabolismo de xilose no draft do genoma de B. sacchari

Utilizando o draft do genoma da bactéria B. sacchari, ainda na forma de contigs, foram

procuradas as diferentes vias do metabolismo de xilose nesta bactéria.
5.3.1 Via Isomerase

Em primeiro lugar, foi feita a busca dos genes relativos a via isomerase para 0
metabolismo de xilose. Foi utilizada uma sequéncia do gene xylA, gue codifica a enzima
xilose isomerase, obtida de trabalhos anteriores (Lopes et al., 2011) e sequéncias de genes da
via isomerase de outras bactérias obtidas no NCBI. Utilizando os progrmas Artemis,
Softberry e Bioedit foi possivel encontrar todos os genes da via isomerase assim como
possiveis promotores e sitios de ligacdo das proteinas XYLR (regulador da transcricdo) e CRP
(proteina envolvida na repressdo catabdlica carbonica) (figura 5.4). Essas sequéncias foram
alinhadas no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no NCBI. Esta via é composta
pelos genes xyIR, xylAB e xylFGH. O gene xy/R ¢ um regulador da transcricdo dos genes do
metabolismo de xilose, que no caso de E.coli, funciona como um ativador da transcri¢do em
presenca de xilose. O gene xy/A4 codifica para a enzima xilose isomerase, que catalisa a reacao
de conversao de xilose para xilulose € o gene xy/B codifica para a enzima que catalisa a
reacdo convertendo xilulose para xilulose-5-fosfato, a qual ¢ incorporada na via das pentoses
no metabolismo central. O genes xy/FGH codificam para um transportador do tipo ABC,

especifico para xilose que utiliza ATP.
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CRP  XYLR
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Figura — 5.4: Organizacdo da via isomerase do metabolismo de xilose em B. sacchari — xylA (xilose isomerase),
xylB (xiluloquinase) xylFGH (transportador do tipo ABC), xyIR (regulador). As setas representdo os promotores
e 0s circulos verdes os sitios de ligacdo das proteinas XYLR e CRP.

Esta ¢ a principal via encontrada em bactérias e sua organizacao varia dependendo do
grupo e mesmo da espécie. Comparou-se entdo a organizacao deste operon em B. sacchari, B.
cenocepacia J2315 e E. coli KO11, como mostra a figura 5.5. Este operon esta organizado de
trés maneiras diferentes nestas trés bactérias. No caso de B. sacchari, os genes xylJABFGH
estdo no mesmo sentido, enquanto o gene xylIR esta orientado no sentido contrario e todos se
encontram na mesma regido do genoma. Por outro lado, em B. cenocepacia J2315, 0s genes
XylAFGH e xyIR estdo orientados conforme os de B. sacchari e se encontram na mesma regiao
no genoma, porém o gene XylB se encontra em outro cromossomo. No caso de E. coli KO11,
os genes xylFGH e xyIR estdo orientados no mesmo sentido enquanto os genes xylAB estdo

orientados no sentido contrario.

R T

B. sacchari  Regulador

Transpor’rador do tipo ABC

e e e e [

E. coliKO11 Regulador
Cromossomo 2
::> < \< xylB | < \< < |
Cromossomo 3
xy!R* xylA >‘ xylF > xylG >‘ xylH >‘ >
)

Regulador

I

Transportador do tipo ABC

B. cenocepacia J2315

Figura — 5.5: Representacdo das organizagdes dos genes do metabolismo de xilose da via isomerase das
bactérias B. sacchari, B. cenocepacia J2315 e E. coli KO11. XI: xilose isomerase; XK: xiluloquinase; xylR*:
Anotado como regulador do tipo araC, mas com alta similaridade com xyIR de Burkholderia thailendensis
E264.
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Em diversas bactérias o gene xylB estd presente em mais de uma copia no genoma
(Freire, 2012). Uma delas normalmente junto com o operon, € uma ou mais copias em outras
regides. No caso de B. sacchari, foram encontrados dois outros genes com alta similaridade
com a sequéncia de xy/B em outras regides do genoma. Um deles (xy/B-2) apresenta um
“query cover” (qc), ou seja, porcentagem da proteina ou gene que foi alinhado, de 99% e uma
identidade (id), ou seja, porcentagem de bases ou aminodcidos alinhados dentro do qc, de
56% com o gene xyIB de B. sacchari. O interessante ¢ que este mesmo gene apresenta um qc
de 100% e uma id de 84% com o gene xy/B de Burkholderia phytofirmans. O terceiro (xy/B-3)
possivel xy/B encontrado em B. sacchari, apresenta uma qc de 84% e uma id de 33% com o
xylB de B. sacchari. O mesmo gene apresenta um qc de 97% e uma id de 62% com o gene
xylB de Burkholderia phenoliruptrix. O alinhamento destes trés genes estdo no anexo 2.
Ainda ndo se sabe se estes genes estdo ativos ou ndo e se possuem alguma fun¢do no

metabolismo de xilose.
5.3.2 Via de Weimberg

Nesta etapa, foi procurada a via de Weimberg de metabolismo de xilose no genoma de
B. sacchari. Esta via foi descrita pela primeira vez em 1960 por Ralph Weimberg em um
estudo com a bactéria Pseudomonas fragi (Weimberg, 1961). Outras bactérias apresentam
esta via de metabolismo de xilose, como por exemplo, Caulobacter crescentus (Stephens et
al., 2007), onde ela estd bem descrita, razdo pela qual os seus genes foram utilizados como
base para se fazer a procura. E uma via de metabolismo de xilose completamente diferente da
via isomerase por apresentar enzimas e intermediarios diferentes. Em C. crescentus, esta via
estd organizada na forma de um operon, xyIXABCD (figura 5.6). A xilose vai ser transformada
em a-cetoglutarato o qual entrard no metabolismo central através do ciclo de Krebs, diferente

da via isomerase que entra pela via das pentoses.

xylD xylC xylB xyIA xyIX

Figura — 5.6: Representa¢do da organizacdo dos genes do metabolismo de xilose da via
Weimberg da bactéria C. crescentus. xylD: Xilonato desidratase; xylC: Xilonolactonase;
xyIB: Xilose desidrogenase; xylA: semialdeido a-cetoglutarato desidrogenase; xylX: 2-
ceto-3-desoxixilonato desidratase.

Um trabalho na literatura (Meijnen et al., 2009) descreve a introducdo da via

Weimberg de C. crescentus em uma Pseudomonas putida S12 incapaz de crescer em um meio
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contendo xilose como a Unica fonte de carbono. A descoberta mais interessante foi que nado
era necessaria a introducdo de todos os genes da via de Weimberg para que esta bactéria
conseguisse consumir xilose. Na verdade, apenas o gene xylD era necessario, porém a
introducdo em conjunto dos genes xyIXAD aumentava o crescimento e consumo deste agucar.
Utilizando a sequéncia proteica dos genes da via de Weimberg de catabolismo de xilose de C.
crescentus, foi possivel encontrar diferentes proteinas similares em P. putida S12.

Desta maneira, foi utilizado o mesmo conceito para estudar a presenca desta via em B.
sacchari. Em primeiro, foram procurados os genes de C. crescentus no genoma de B.
sacchari. O resultado esta exposto na figura 5.7. E possivel notar que B. sacchari apresenta
genes com similaridades significativas aos de C. crescentus, com exce¢do de xylX, que
codifica para uma 2-ceto-3-deoxi-D-xilonato desidratase. Talvez fosse possivel resgatar esta
via de metabolismo de xilose em B. sacchari com a introducdo do gene de C. crescentus que

ndo foi nela encontrado.

D-xylose
Xvlose dehvdrogenase NAD(P)"  Gene BS3 de B. sacchari; 46% de similaridade com xylB de C.
y X lBy g crescentus; alinhamento de 243 amino acidos (98% do total).
y NAD(P)H
D-xylonolactone
Gene BS6 de B. sacchari; 71% de similaridade com xy/C de C.
xylon;;;}gonase crescentus; alinhamento de 242 amino acidos (93% do total).

D-xylonate

Gene BS7 de B. sacchari; 42% de similaridade com xy/D de C.

Xylonate dehydratase k} crescentus; alinhamento de 591 amino acidos (99% do total).
xylD H,0

2-keto-3-deoxyxylonate

2-keto-3-deoxyxylonate Nenhuma proteina encontrada no genoma de B. sacchari
dehydratase com similaridade significativa.
a-ketoglutaric semialdehyde
a-ketoglutaric H NAD(P)"
semialdehyde Gene BS1 de B. sacchari; 50% de similaridade com xy/A de C.
dehydrogenase NAD(P)H  crescentus; alinhamento de 473 amino acidos (99% do total).
xylA

o-ketoglutaric

Via de J/
Weimberg | Ciclo de Krebs

Figura — 5.7: Esquema representando a via de Weimberg em Caulobacter crescentus (xylBCDXA) e o0s
diferentes genes enzontrados no genoma de B. sacchari (BS3, BS6, BS7 e BS1). A porcentagem de similaridade
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e 0 nimero de aminodcidos alinhados também estdo expostos. Para 0s genes de B. sacchari foi colocado a
porcentagem de aminoacidos alinhados comparado com o total presente na proteina em questéo.

5.3.3 Via Oxidoredutase

A via Oxidoredutase de metabolismo de xilose € a principal via encontrada em
leveduras, como por exemplo, Saccharomyces cerevisiae e poucas bactérias possuem ou
expressao esta via (Matsushika et al.,, 2009). Ela apresenta como diferenca para a via
isomerase que a Xxilose é transformada em Xxilulose em duas etapas passando por um
intermediério de xilitol. Em seguida, a xilulose é transformada em xilulose-5-fosfato, como na

via isomerase, e entra na via das pentoses, como mostra a figura 5.8.
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Figura — 5.8: Representagdo da via Oxidoredutase de
metabolismo de xilose presente em Saccharomyces
cerevisia.

Um problema ja bem descrito na literatura desta via, € que na sua grande maioria, 0s
microrganismos vao fazer a primeira reagéo utilizando o NADPH, como cofator, e a segunda
utilizando o NAD" o que acaba levando a um desbalango dos cofatores (De Figueiredo Vilela
et al., 2013; Hector et al., 2013; Jeffries, Jin, 2004; Jeffries, 2006; Lee et al., 2012,
Matsushika et al., 2009; Van Maris et al., 2007; Zhou et al., 2012). Para encontrar um
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equilibrio, o xilitol ser& excretado, diminuindo assim a producdo de qualquer produto a partir
desta fonte de carbono. O xilitol € um produto interessante que pode ser utilizado em diversos
processos (Sarrouh, Da Silva, 2013; Silva et al., 2011), porém néo é de interesse quando se
pretende gerar outros produtos a partir de xilose. Muitos tentaram encontrar enzimas com
preferéncias para outros cofatores, porém ainda ndo foi conseguido eliminar totalmente a
excrecdo de xilitol (Jeffries, Jin, 2004; Matsushika et al., 2009). Os genes de S. cerevisiae
foram utilizados para procurar esta via em B. sacchari. Nenhuma similaridade significativa
foi encontrada. Como esta via apresenta o problema de desbalanco de cofatores, excrecéo de
xilitol e j& foi muito bem descrita na literatura, foi escolhido ndo prosseguir com maiores
investigagdes. Desta forma, esta via ndo serd estudada em mais detalhes ao decorrer deste
trabalho.

5.3.4 Viade Dahms

Esta via foi descrita pela primeira vez por Stephen Dahms em 1974 em uma espécie de
Pseudomonas (Dahms, 1974). E uma via similar a via de Weimberg, porém, o intermediario
2-ceto-3-deoxililonato é clivado por uma aldolase em piruvato e glicolaldeido, como mostra a
figura 5.9.

Foi feita uma procura no NCBI, assim como no Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) e outros sites, porém mais nenhuma informacdo foi encontrada além de
dois artigos escritos por Stephen Dahms nos anos 70. Desta forma, ndo foi conseguido
encontrar nenhuma sequéncia referente a enzima do ultimo passo da via, uma 2-ceto-3-deoxi-
D-pentonato-aldolase. Assim ndo foi possivel procurar um gene responsavel por esta reacdo
em B. sacchari. Pela falta de informacéo, foi decidido ndo investigar em mais profundidade a
via de Dahms ao decorrer deste trabalho.
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Figura — 5.9: Representacdo da via de Dahms descrita em uma
espécie de Pseudomonas.

Uma vez procuradas as diferentes vias do metabolismo de xilose em B. sacchari, foi
possivel concluir que provavelmente esta bactéria utiliza a via isomerase e sua organizacdo
génica foi indicada. Ela também apresenta algumas enzimas similares aquelas utilizadas na
via de Weimberg. Provavelmente sdo enzimas que possuem outra fungdo na célula bacteriana,
porém talvez pudessem restituir esta via se fossem complementadas. Assim, esses resultados
reforcaram nosso interesse em investigar a via isomerase em mais detalhes para tentar
melhorar esta via ja existente e assim aumentar o consumo de xilose em B. sacchari. No
momento, o draft do genoma de B. sacchari estd em fase de organizacdo e montagem sendo
objeto do trabalho de Mestrado de Paulo Alexandrino em colaboragdo com o professor André

Fujita do programa de p6s-graduacdo de Bioinformatica.

Na etapa a seguir deste trabalho, foram procurados novos genes de possivel interesse

(conforme definido no item 5.2) em um banco metagendmico.

5.4 Busca de genes na biblioteca metagendmica

Foram disponibilizados dados obtidos pela Dra Aline Maria da Silva do 1Q USP em
colaboragdo com a Fundagdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo, no qual se levantou o

metagenoma de amostras de compostagem desta Ultima instituicdo. O trabalho de
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metagendmica foi realizado em duas condi¢Ges diferentes durante o processo de
compostagem, ZC1 e ZC2. ZC1 foi construido a partir de uma amostra retirada durante uma
operacdo de compostagem apds 8 dias de inicio do processo (Zoo Composting 1, ZC1),
enquanto ZC2 foi coletada ap6s 60 dias (Zoo composting 2,. ZC2) (MARTINS et al., 2013).

Os dados disponibilizados a partir das amostras acima para a busca dos genes de
interesse foram preliminarmente analisados com o auxilio de Luciana Principal Antunes,
daquele grupo do 1Q. Os dados gerados por este grupo sobre o0 metagenoma foram publicados
no final de abril de 2013 (Martins et al., 2013). O sistema de armazenamento de dados
disponibilizado do banco metagenémico era baseado no numero E.C. das enzimas
potencialmente neles codificadas. Assim, para buscar novas potenciais xiloses isomerases,
buscou-se neste banco por regibes com similaridades para genes codificadores de E.C.
5.3.1.5. (xilose isomerase). Também foi feita uma busca para os outros genes do metabolismo
de xilose da via isomerase : E.C. 2.7.1.17 (xiluloquinase), E.C. 3.6.3.17 (ATPase
transportadora de monossacarideo), K10543 (proteina de ligacdo a xilose) e K10544 (proteina

permease de xilose).

A partir desta anélise foram obtidas 5085 sequéncias referentes aos diferentes genes da via

isomerase de metabolismo de xilose distribuidos conforme a tabela 5.1.

Tabela — 5.1: NUmero de sequéncias obtidas através do trabalho de metagendmica realizado no laboratério da
professora Aline, do departamento de Quimica da USP.

ID da Nome Metagenoma Metagenoma
enzima ZC1 ZC2
EC:5.3.1.5 Xylose isomerase (xylA) 244 220
EC:2.7.1.17 Xylulokinase (xylIB) 618 449
EC:3.6.3.17 Monosaccharide-transporting ATPase 2239 1167

(xylH)
K0O:K10543 D-xylose transport system substrate- 49 32

binding protein (xylF)
KO:K10544 D-xylose transport system permease 40 27

protein (xylG)

ZC1 e ZC2 representam as duas situacdes diferentes durante o processo de compostagem, realizado no zool6gico de S&o
Paulo, durante o qual as amostras foram coletadas. E.C. — Enzyme code; KO — KEGG Orthology.

Para cada enzima pesquisada, foi gerado um conjunto de arquivos em formato txt
indicando possiveis sequéncias codificadoras daquela enzima. Observou-se que os tamanhos
das sequéncias fornecidas sdo bastante heterogéneas variando de 28 a 438 aminoacidos, sendo
na sua grande maioria em torno de 100 aminodacidos, ou seja, incompletas. Os arquivos txt do

grupo da xilose isomerase com as maiores sequéncias (152 a 438 aminoacidos) foram



60

submetidos a um alinhamento no NCBI utilizando a ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). Foi observada similaridade destas sequéncias com aquelas j& descritas
para organismos degradadores de biomassa e sua presenca coincidiu com a composi¢do recém
descrita destas duas comunidades ZC1 e ZC2 (Martins et al., 2013).

O proximo passo para verificar diferencas entre essas sequéncias e aquelas da bactéria
hospedeira para construcdo dos recombinantes, seria 0 alinhamento e construcdo de arvore
filogenética para verificar tanto a presenca de aminoacidos melhoradores da atividade
enzimatica, quanto para identificar o posicionamento destas sequéncias filogeneticamente em
relacdo as sequéncias previamente estudadas. Entretanto, para isso, utilizando as ferramentas
de construcdo de arvore filogenética é necessario ter sequéncias de tamanhos similares. O que
se pode perceber analisando os dados do metagenoma foi que as sequéncias ndo eram
somente de tamanhos diferentes, mas também representavam regides diferentes da proteina
xilose isomerase. Outro problema € que as sequéncias que ndo sejam de Burkholderiaceae ou
Enterobacteriaceae ndo teriam utilidade numa arvore destes grupos, pois seriam naturalmente

distantes.

Diante deste cenério, os dados foram reanalisados no intuito de conseguir encontrar
uma sequéncia de interesse completa. As informacdes do metagenoma foram liberadas
publicamente no IMG/M e no MG-RAST (http://img.jgi.doe.gov/m/doc/about_index.html e
http://metagenomics.anl.gov/), ndo tendo sido identificadas sequéncias completas de genes
alvo. Assim a conclusdo é que a busca em biblioteca metagendmica, no nosso caso, foi
infrutifera e, portanto, foi dada énfase na introducdo das modificacGes ditas melhoradoras

descritas na literatura para xilose isomerase (item 5.6).

5.5 Experimentos para gerar mutante de B. sacchari deficiente no gene xylA

O hospedeiro ideal para avaliar a atividade de outros genes xylA seria uma B. sacchari
afetada neste gene nativo. Duas metodologias foram empregadas para se gerar tal mutante:
mutacao por dupla recombinacdo homdloga, empregando o vetor suicida pNPTS138 e contra
selecdo por expressdo do gene sacB contido no vetor, e ainda o uso de radiacdo UV para gerar
tais mutantes. Foram realizados e repetidos exaustivamente os experimentos planejados para
se obter tais mutantes sem sucesso. Todos esses experimentos estdo minuciosamente

detalhados neste item 5.5, ndo tendo havido éxito na obtenc¢do do mutante alvo.


http://metagenomics.anl.gov/

61

No caso do uso do pNPTS138, esta ferramenta foi reportada na contra selegéo para
obter mutaces sitio especificas em E. coli (Donnenberg, Kaper, 1991), Legionella
pneumophila, Klebisiella pneumoniae, Anabaena sp, Rhizobium sp, Pseudomonas aeruginosa
(Reyrat et al., 1998), Caulobacter crescentus (Italiani, Marques, 2005), bem como Gram
positivos como Brevibacterium, Corynebacterium, Rhodococcus (Jager et al., 1992; Jager et
al., 1995) e micobactérias (Pelicic et al., 1996). Mesmo no nosso laboratério, a ferramenta foi
usada com sucesso no passado (Pereira et al., 2009), entretanto as atuais tentativas falharam,
mesmo para inativar outros genes. Para contornar este problema, novos clones contendo
PNPTS138 ndo manipulados em nosso laboratério foram testados (cedidos pela profa. Marilis
V. Marques). Os testes foram realizados em paralelo em experimentos realizados na State
University of New York (SUNY ESF) por Thatiane Mendonca no laboratério do Prof
Christopher Nomura (que testaram inclusive novos vetores readquiridos de laboratorios dos

EUA) e novas recombinagdes ndo foram bem sucedidas.

Os testes para obter mutantes por irradiacdo UV geraram 4080 colbnias de interesse,
ou seja, possivelmente afetados no gene xylA, e dessas, 96, algumas do terceiro e outras do
quarto ciclo, pareciam ter um crescimento afetado em xilose, 0 que ndo se confirmou ao se
reinocular esses clones em meio com xilose. Assim, ndo foi possivel encontrar um mutante
afetado no crescimento de xilose, possivelmente devido ao baixo numero de células utilizadas
no comeco do experimento, como dependemos de uma mutacdo aleatdria, precisamos partir
de um numero total de células muito elevado. N&o foi possivel repetir o experimento com um
nimero maior de células, devido ao longo tempo necessario para todas as etapas,
principalmente a de triagem. Mesmo se fosse possivel obter um mutante incapaz de crescer
em xilose, ainda seria necessario identificar onde este mutante estaria afetado, uma vez que o
que estamos interessados € em um mutante afetado no gene xylA para podermos ter uma

plataforma para testar os demais genes xylA escolhidos anteriormente.

Diante deste cenario, foi adotada a estratégia de sintetizar genes com as mutacgdes
descritas na literatura, ou oriundas de Burkholderia mais distantes filogeneticamente de B.
sacchari e inserir na propria B. sacchari de maneira extracromosomal, utilizando o vetor
pBBR1MCS-2.
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O detalhamento de cada ponto das atividades resumidas acima se encontra a seguir:

No primeiro caso foi proposto introduzir na B. sacchari um plasmideo, pNPTS138,
com um cassete previamente construido, que consiste de duas sequéncias, uma a montante
(upSxylA) e outra a jusante (downSxylA) do gene que se pretende excisar, no caso, 0 gene
xylA, conforme esquema na figura 5.10. O vetor, suicida em B. sacchari, ird se integrar no
genoma da bactéria num primeiro evento de recombinacdo, selecionado pela resisténcia a
canamicina. Este evento pode acontecer de duas maneiras diferentes, dependendo de qual
fragmento do cassete vai realizar a recombinagdo, como mostrado na figura 5.10. Para excisar
completamente o gene alvo, se induz um segundo evento de recombinagdo, novamente
possivel de ocorrer por dois eventos diferentes: ou 0 genoma volta ao 0 que era no inicio, ou
ele incorpora o cassete construido, excisando o gene alvo, como mostra a figura 5.10. Para
induzir a segunda recombinacao e selecionar aqueles que perderam o plasmideo, emprega-se a
contra selecdo baseada nos efeitos letais da expressdo do gene sacB (Bacillus subtilis)
presente no plasmideo pNPTS138.
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Figura — 5.10: Representagdo da metodologia utilizada para construgdo do “knock out” do gene xylA em B.
sacchari. Os retdngulos sem pontilhado sdo referentes a parte do genoma de B. sacchari; os retangulos
pontilhados sdo as mesmas sequéncias dos retangulos sem pontilhado, porém clonados no plasmideo pNPTS138.
K: Canamicina; sacB: gene sacB; ------- : vetor pNPTS138.

Quando a cultura é cultivada em sacarose (0,1-10%), o produto do gene sacB
transforma a sacarose em um polimero derivado de frutose (levanas), que se acumula no
espaco periplasmatico causando morte celular dos clones que retiverem o plasmideo
(Donnenberg, Kaper, 1991; Jager et al., 1995; Pelicic et al., 1996; Reyrat et al., 1998,Yano et
al, 2005).

5.5.1 Construcdo do cassete upS+downS xylA

Para a construcdo do cassete upS+downSxylA (figura 5.11)., foram clonados os

fragmentos upS e downS xylA separadamente no vetor pBBR1MCS-2 (figura 5.12).
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Figura — 5.11: Representacdo dos genes da via isomerase de metabolismo de xilose em B.
sacchari e dos fragmentos upSxylA e downSxylA assim como dos iniciadores utilizados
para a amplificacdo destes Gltimos.
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Figura — 5.12: Representacdo do vetor de clonagem
pBBR1MCS-2 (Kovach et al., 1995). Kan: gene de
resisténcia a canamicina; mob: genes de mobilizacéo; rep:
genes de replicacdo; lacZ: gene laczZ; ||ll: sitio de
maltipla clonagem com todas as enzimas de restricdo
presentes nesta regido.

A partir do draft do genoma de B. sacchari desenhou-se um par de iniciadores para
cada fragmento (PF Apal e PR Hindlll para upSxylA e PF Hindlll e PRBamHI para
downSxylA), que amplificam uma regido a montante do gene xylA (upSxylA) de 930pb que
inclui os seis primeiro aminoacidos (18 nucleotideos iniciais de xylA, figura 5.11). Sitios de
restricdo, Apal e Hindlll, foram inseridos para efetuar a clonagem nos vetores pPBBR1MCS-2
e pNPTS138 (figuras 5.12 e 5.13). O mesmo foi feito com a regido a jusante de xylA
(downSxylA), de 1001pb que contém mais uma vez seis aminoacidos da parte final do gene
(figura 5.11), neste caso inserindo sitios de restricdo Hindlll e BamHI. O cassete construido
inclui uma pequena parte do gene xylA, de 12 aminoacidos, que ndo deve interferir nos

experimentos futuros.
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Figura — 5.13: Representacdo do vetor pNPTS138 (M.R.K. Alley). colE1 ori: Origem
de replicacdo em E. coli; M13ori: origem de replicacdo do fago M13; nptl: regido que
possui resisténcia a canamicina; sacB: gene sacB; oriT: genes de transferéncia;
alphalacZ: gene lacZ situado no sitio de multipla clonagem.

Resultados das reacGes de amplificacdo dos dois fragmentos estdo na figura 5.14.
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Figura — 5.14: Foto da eletroforese em gel de
agarose dos fragmentos, upSxylA (930pb) e
downSxylA (1001pb), amplificados com a enzima
Hifidelity. Nos pogos da esquerda em cada figura
estdo apresentados o marcador de peso molecular
1kb.
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Os amplicons, 930pb para upSxylA e 1001pb downSxylA (figura 5.14) foram
sequenciados confirmando-se a sua integridade e identidade com o gene de B. sacchari
(Anexo 3).

Ap0s digestdo adequada (Apal e Hindlll no caso do fragmento upSxylA, e Hindlll e
BamHI no caso de downSxylA), cada fragmento foi clonado em pBBR1MCS-2 (figura 5.12) e
inseridos por eletroporacao separadamente na bactéria E. coli DHS5a., selecionando-se com 0s
trasnformantes por resisténcia a canamicina, e por alfa complementacéo frente a IPTG e X-

Gal. A andlise da presenca dos fragmentos nos clones positivos pode ser vista na figura 5.15.
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Figura — 5.15: Foto da eletroforese do PCR de colbnia da linhagem E. coli
DH50 pBBR1IMCS-2::upSxylA e E. coli DH5a pBBR1IMCS-2::downSxylA.
Al1-A5: coldnias selecionadas para E. coli DH50 pBBR1IMCS-2::upSxylA; A-:
controle negativo; A+: Controle positivo; B1-B5: coldnias selecionadas para E.
coli DH5a pBBR1MCS-2::downSxylA; B-: controle negativo; B+: controle
positivo. As flechas mostram as coldnias selecionadas para preservagéo.

Foram testadas cinco colonias de cada eletroporacdo, como controle negativo foram
utilizadas col6nias azuis e como controle positivo, DNA gendmico de B. sacchari. Foram
observados fragmentos de 930pb (upSxylA) para as amostras Al a A5 e de 1001pb
(downSxylA) pra as amostras B1 a B5, o que indica a presenca do fragmento respectivo. Para
preservacdo foram escolhidas as colénias A4 e B2 devido ao fato de apresentarem maior
concentracdo do fragmento ap6s a amplificacdo, representada pelo tamanho da banda no gel.

No controle negativo A- aparece uma banda, pois neste caso foi utilizada como controle uma
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coldnia azul, ou seja, aquela que possui 0 plasmideo, porém ndo o fragmento. Provavelmente
ela estava contaminada com uma pequena colbnia branca, o0 que explicaria a aparicdo deste
fragmento. O controle negativo mais correto para esta situacdo é a auséncia de DNA, o que
permite testar os materiais utilizados e prevenir qualquer contaminacdo, critério que foi
utilizado para as demais reacoes de PCR.

O mesmo procedimento foi feito com o vetor pNPTS138. A figura 5.16 mostra uma
eletroforese dos amplicons obtidos na amplificacdo de amostra direta das col6nias brancas

selecionadas.
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Figura — 5.16: Foto da eletroforese do PCR de col6nia da linhagem E. coli
DH50 pNPTS138::upSxylA e E. coli DH5a pNPTS138::downSxylA. Al-A5:
coldnias selecionadas para E. coli DH5a pNPTS138::upSxylA; A-: controle
negativo; A+: Controle positivo; B1-B5: colbnias selecionadas para E. coli
DH50 pNPTS138::downSxylA; B-: controle negativo; B+: controle positivo.
As flechas mostram as col6nias selecionadas para preservacao.

Foram testadas cinco coldnias de cada eletroporagdo, como controle negativo ndo foi
adicionado DNA e como controle positivo, DNA genémico de B. sacchari. Todas as col6nias
testadas deram um resultado positivo uma vez que as amostras Al a A5 possuem
aproximadamente 930pb (upSxylA) e as amostras B1 a B5 1001pb (downSxylA). Para
preservacao foram escolhidas as colénias A3 e B5 devido ao fato de apresentarem maior

concentracdo do fragmento apds a amplificacdo, representada pelo tamanho da banda no gel.

Em seguida foi feita a extragdo do plasmideo pNPTS138::upSxylA e sua digestdo com
as enzimas Hindlll e BamHI, como mostra a figura 5.17.
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Figura — 5.17: Foto da eletroforese dos
plasmideos pNPTS138 sem inserto
(5361pb) e pNTPS138::upSxylA (6291pb)
digeridos ou ndo com as enzimas de
restricdo Hindlll e BamHI. 1: pNPTS138
sem inserto ndo digerido; 2:
pNPTS138::upSxylA nao digerido; 3:
pNPTS138 sem inserto, digerido com
Hindlll e BamHI; 4: pNPTS138::upSxylA,
digerido com Hindlll e BamHI.

Nos pogos 1 e 2 estdo apresentados os plasmideos pNPTS138 sem inserto (5361pb) e
PNTPS138::upSxylA (6291pb) néo digeridos respectivamente. Como pode ser observado, as
bandas representadas pelas diferentes formas de enovelamento do plasmideo, estdo mais altas
no poco 2 que no 1. Nos pocos 3 e 4 que representam o vetor pNPTS138 (5361pb) e o
plasmideo pNTPS138::upSxylA (6291pb) digeridos respectivamente. Mais uma vez, é
observado que no poco 4 a banda estd mais elevada que no pogo 3, 0 que representa a

presenca do fragmento upSxylA.

Depois foi feita a ligacdo entre o pNPTS138::upSxylA digerido e o fragmento
downSxylA digerido com as mesmas enzimas. Foi feita a eletroporagdo para inserir este novo
plasmideo, pNPTS138::upS+downSxylA em E. coli DH50.. Desta vez, ndo havia sele¢cdo com
a cor das coldnias e foi feito o PCR de 12 coldnia para selecionar as col6nias positivas para a
presenca do cassete upS+downSxylA. O PCR de colénia foi realizado com os iniciadores PF
Apal e PR BamHI para a amplificacdo do fragmento upS+downSxylA (1931pb) (figura 5.18).
Das 12 col6nias testadas apenas uma, a colonia 4, ndo apresentava 0 plasmideo com o
fragmento upS+downSxylA inserido. Como controle positivo foi utilizado o DNA gendmico

de B. sacchari e como controle negativo ndo foi adicionado DNA.



Figura — 5.18: Foto da eletroforese do PCR de
colénia da linhagem E.  coli DH5a
PNPTS138::upS+downSxylA. 1-12: clones
testados; +: controle positivo; -: controle negativo.

Uma vez construida esta linhagem foi
pNPTS138::upS+downSxylA, para confirmacdo da integridade da sequéncia do cassete. Em

primeiro, foi corrido um gel para confirmar o tamanho ap6s digestdo com a enzima de

restricdo Hindlll (figura 5.19).

Figura — 5.19: Foto da eletroforese do
plasmideo pNPTS138::upS+downSxylA
(7292pb) e pNPTS138 (5361pb), antes e
depois da digestdo com a enzima HindlIll. 1:
pNPTS138::upS+downSxylA apds digestao;
2:  pNPTS138 ap6s digestdo; 3:
PNPTS138::upS+downSxylA,; 4:
pNPTS138.
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feita a extragdo do plasmideo,
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A figura 5.19 mostra uma eletroforese do plasmideo extraido da linhagem E. coli DH5a.
PNPTS138::upS+downSxylA. O poco 1 apresenta o plasmideo com o cassete extraido digerido
(5361pb + 1931pb = 7292pb), e 0 pogo 2 0 pNPTS138 sem inserto digerido, o qual ndo aparece
por baixa concentracdo ou por um erro experimental. Nos pocos 3 e 4 estdo representados 0s
plasmideos pNPTS138::upS+downSxylA e pNPTS138, sem inserto, ndo digeridos
respectivamente onde € observado que o plasmideo com inserto é maior do que o sem inserto.
Este plasmideo foi entdo enviado para sequenciamento. Esta reacdo foi realizada utilizando os
quatro iniciadores desenhados para poder ter o sequenciamento de cada fragmento nos dois
sentidos. Apos verificacdo do sequenciamento, foi confirmada a integridade do cassete
upS+downSxylA (Anexo 4).

A préxima etapa consistiu na insercdo desta construcdo em B. sacchari e selecdo dos
mutantes. Estes mutantes serdo os hospedeiros das sequéncias do gene xylA selecionados, que
serdo entdo comparados com B. sacchari selvagem com relacdo a eficiéncia de consumo de

xilose e producédo de PHA.
5.5.2 Insercéo do cassete upS+downsS xylA em B. sacchari
a) Eletroporacado

Em uma primeira tentativa o plasmideo pNPTS138::upS+downSxylA foi introduzido em
B. sacchari por eletroporacdo. Como este plasmideo é suicida em B. sacchari e, portanto ele s6
sera inserido no genoma através de um evento de recombinacdo homdloga, o que depende da
maquinaria da célula, foi decidido deixar as células se recuperando apos a eletroporacdo em LB
por mais tempo do que é descrito como necessario para esta técnica (1-2 h). Neste caso as células
ficaram se recuperando por 7 horas e 30 minutos ou 18 horas e 30 minutos e depois foi feito o
espalhamento em trés placas de meio LB com canamicina para cada tempo e mantidas a 30 °C
por até cinco dias. Ndo houve crescimento em nenhuma das placas. Foi repetido o experimento,
porém desta fez o tempo de recuperacao foi de 7 horas ou 20 horas. Mais uma vez nédo foi obtido

col6nia alguma.

Foi feito um teste para ter certeza que as células eletrocompetentes estavam funcionando

corretamente, no qual o plasmideo pBBR1MCS-2 foi inserido por eletroporacdo tanto em B.
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sacchari quanto em E. coli DH5a. Foram obtidas colénias com as duas linhagens, porém o que
foi possivel perceber é que o nimero de colonias foi de um fator de aproximadamente 100x
maior em E. coli DH5a do que em B. sacchari. Uma hipdtese para explicar este resultado é que o
programa utilizado para a eletroporacao foi descrito para E. coli e ndo para Burkholderia. Outras
tentativas foram realizadas utilizando o programa para Pseudomonas no qual uma cubeta de
maior volume é utilizada, mas o resultado foi o mesmo, nenhuma col6nia cresceu. Como esta
técnica ndo esta bem descrita para Burkholderia e é pouco eficiente, e por outro lado como
estamos utilizando um plasmideo suicida que depende de um evento de recombinacdo homologa,
Ou seja, que ocorre raramente ou em uma quantidade reduzida, foi decidido utilizar a técnica de

conjugacéo, a qual se tem maior taxa de transformacéo para Burkholderia.

b) Conjugacéo

Para poder realizar a conjugacdo foi necessario introduzir o plasmideo
pNPTS138::upS+downSxylA na linhagem E. coli S17-1 que possui a maquinaria necessaria para
realizar a transferéncia do plasmideo. Desta forma, este plasmideo foi inserido por eletroporacao
em E. coli S17-1 e a figura (5.20) mostra o PCR de col6nia que confirma a presenga do
plasmideo nesta linhagem que contém o cassete upS+downSxylA (1931pb). Foram testadas 12
col6nias utilizando os iniciadores PFApal e PRBamHI e como controle positivo foi utilizado o
DNA gendmico de B. sacchari. No controle negativo ndo foi adicionado DNA, mas foi possivel
notar duas bandas. Foi refeito um controle negativo utilizando o mesmo material e ndo foi
possivel observar nenhuma banda (dados ndo mostrados). Provavelmente um erro experimental

acabou comprometendo o controle negativo neste experimento.
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& Figura — 5.20: Foto da eletroforese do PCR de col6nia da
kb T8 e S HE6 7 8 9 1011 12 1kb C+ C-

linhagem E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA. 1-12:

o= clones testados; C+: controle positivo; C-: controle negativo.
L ]
3000ph o
2000P SRS 4 0 O 9 () ) Q) Q) ' O Ot
L%
[¥)
" ; N
S e i [

Apds a conjugacdo entre B. sacchari e E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA, o que é
esperado caso o0 primeiro evento de recombinacdo tenha acontecido é a presenca de duas bandas
no gel quando utilizado os iniciadores PFApal e PRBamHI, pois como mostra a figura 5.21, ndo
importa como a recombinacdo vai acontecer, teremos uma duplicacdo dos fragmentos 1 e 2.
Como os iniciadores utilizados amplificam o comeco da regido 1 e o final da regido 2 teremos 0s
amplicons de tamanho 1931pb e 3254pb como explicado na figura 5.21.

1
1
1
1
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PFApal PRBamHI PFApal PRBamHI
(D) — | o 2] @] 2 —
PFApal PRBamHI PFApal PRBamHI
—
3254 pb 1931 pb

Figura — 5.21: Representacdo do primeiro evento de recombinagdo homdloga e dos iniciadores
(PFApal e PRBamHI) utilizados para verificagdo através do PCR de coldnia.
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A técnica utilizada para fazer a conjugacdo foi misturar 0,5 mL de cada cultura, B.
sacchari e E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA, apos centrifugacdo e ressuspensdo em LB,
em um tubo de ensaio. Este foi incubado a 30 °C por 24 horas sem agitacdo para permitir ndo
somente que a conjugacdo aconteca, mas também a recombinacdo homologa. Em seguida, apos
centrifugacgdo e ressuspensao em salina 0,85%, a suspensdo celular foi semeada em placas de
meio mineral com 1 g/L de glicose e adi¢do de canamicina (MMG1K) e estas foram incubadas a
30 °C por 48 horas. As poucas coldnias que cresceram (16) foram testadas por PCR como
apresentado na figura 5.22. Como foi possivel perceber, nenhuma coldnia apresentou as duas
bandas previstas. Uma explicagdo para este resultado poderia ser que como temos duas bandas a
ser amplificadas utilizando os mesmos iniciadores, a de menor tamanho teria sido amplificada
mais vezes e somente esta teria aparecido no gel. Por esta razdo foi decidido continuar utilizando

a coldnia nimero 8 que apresentou uma das bandas esperadas.
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Figura — 5.22: Fotos da eletroforese do PCR de colbnia da linhagem B. sacchari
PNPTS138::upS+downSxylA. 1-16: clones testados; +: controle positivo; -: controle negativo.

A proxima etapa foi selecionar o segundo evento de recombinacdo homéloga deixando a
bactéria B. sacchari pNPTS138::upS+downSxylA crescer durante dois dias em meio liquido LB
sem antibiotico. O segundo evento de recombinacdo acontece espontaneamente e vai fazer com
que a bactéria perca o plasmideo pNPTS138 como mostrado na figura 5.10. Em seguida, a
cultura foi semeada em placas de meio mineral contendo 5% e 10% de sacarose (MMS) e
incubadas durante 48 horas a 30 °C. O resultado foi a formacdo de um tapete de células nas
placas, tanto com 5% como 10% de sacarose. Este ndo era o resultado esperado, pois as bactérias
que possuem o plasmideo pNPTS138 ndo seriam capaz de crescer em sacarose pois 0 gene sacB
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estd presente no vetor como ja discutido anteriormente. Desta forma, as Unicas bactérias que
seriam capazes de crescer nas placas de MMS seriam aquelas que sofreram o segundo evento de
recombinacdo, um evento que acontece espontaneamente com uma frequéncia muito baixa.

Assim, o esperado seria 0 crescimento de poucas colbnias e ndo a formacdo de um tapete.

Uma explicacdo possivel seria uma mutacdo no gene sacB que possibilitaria as células
que possuem o pNPTS138 crescerem em meio contendo sacarose. Para verificar o funcionamento
do gene sacB foi semeada a bactéria E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA em meio LBS
com 5% e 10% e incubada a 37 °C por 24 horas. O resultado foi que houve crescimento das
placas com sacarose tanto 5% como 10%. Outra aluna, Thatiane Mendonga, que tentava utilizar o
mesmo sistema para 0 “knock-out” de outro gene, obteve 0 mesmo problema. Desta maneira, um

novo plasmideo pNPTS138 foi concedido pela professora Marilis do Valle Marques.

A primeira etapa realizada com o novo plasmideo foi a sua eletroporacdo em uma
linhagem de E. coli DH5a. Em seguida trés colonias foram selecionadas e foi feito uma extragdo
plasmidial e a digestdo do plasmideo com a enzima BamHI (5361pb), como mostrado na figura

5.23.

Figura — 5.23: Foto da eletroforese em gel de agarose do novo

ko 1D 120 2 3D 3 1kb  plasmideo digerido e ndo digerido, das trés col6nias selecionadas.
= : 1D: coldnia 1 plasmideo digerido com BamHlI; 1: coldnia 1
70000 R - - s ® -~ plasmideo ndo digerido; 2D: colénia 2 plasmideo digerido com
e - -B BamHI; 2: col6nia 2 plasmideo ndo digerido; 3D: colbnia 3
: === plasmideo digerido com BamHlI; 3: coldnia 3 plasmideo ndo
o == digerido.
- - -—
- - pr—
= -
- -—
— -

O plasmideo 3 foi escolhido por apresentar o tamanho esperado. Em seguida, foi feita a
digestdo dupla com as enzimas Apal e BamHI do antigo plasmideo pNPTS138::upS+downSxylA

e a extragdo do fragmento upS+downSxylA do gel. Depois, foi feita a ligagdo “overnight” entre o
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plasmideo novo digerido e o cassete digerido pelas mesmas enzimas. Por fim foi feita a
eletroporagéo da ligacdo em uma E. coli S17-1 e algumas col6nias que cresceram foram testadas

por PCR de col6nia e foram confirmadas positivas.

Uma vez com a linhagem de E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA reconstruida com
0 novo plasmideo pNPTS138, foi realizada novamente a conjugacdo. Desta vez foi decidido
utilizar diferentes técnicas de conjugacdo baseadas em trabalhos anteriores (Gomez, 2000;

Perreira et al., 2009; Silva, 1998). As técnicas utilizadas estdo ilustradas na figura 5.24.

CultivodeE. coli517-1
pNPTS138: :upS+downSxylA
em LB, 24h, 302C, 150rpm

-

Cultivo de B. sacchariem
LB, 24h, 202C, 150rpm

Filtrar um 1mL
de cada cultivo
um sobre o outro
em membrana

Centrifugar cultivos
separadamente e
ressuspender em LB

Centrifugare
ressuspender em salina

semear
50-200ul l

Depositar membrana

Palitar colénias de

E. coli §17-1 pNPTS138::

upS+downSxylA

24ha30eC
sem agitacdo

em meio LB 24h 302C

Lavar e ressuspender

ressuspender em salina
semear

Semear 100ul
— 100ul =
- MMG1K de
48— 96h a 30°C

48 —-96ha 302C

Figura — 5.24: Representacdo dos diferentes métodos utilizados para a conjugagdo entre a linhagem B. sacchari e E.
coli pNPTS138::upS+downSxylA. MMG1K: meio mineral com 1 g/L de glicose e adi¢do de canamicina 50 pg/mL.

l Centrifugare em salina

De 48 -96h a 30°C MMG1K de

Para técnica 1 foram utilizadas 4 placas de MMG1K, onde foi semeado 50, 100, 150 ou
200 pL do cultivo de B. sacchari. Para as técnicas 2 e 3 foram utilizadas 5 placas de MMG1K.

No caso de todos os métodos cresceram poucas col6nias em algumas placas. O método que se
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obteve o maior nimero de colbnias foi 0 método 1 e estas foram testadas por PCR, como
mostrado na figura 5.25. Para um dos controles positivos utilizado neste PCR (2+), foi utilizado
como DNA molde o DNA genémico extraido de B. sacchari e o DNA plasmidial extraido
pPNPTS138::upS+downSxylA para tentar simular a situacdo de amplificar duas bandas de
tamanhos diferentes com os mesmos iniciadores. Como € possivel notar na figura 5.25 para este
controle (2+) foi possivel obter as duas bandas esperadas, uma de 1931pb e outra de 3254pb.
Uma das bandas esta mais forte do que a outra provavelmente por que o DNA plasmidial se
encontra muito mais concentrado que o DNA genémico. O controle positivo (+), ndo deu certo

provavelmente por um erro experimental.
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Figura — 5.25: Foto da eletroforese do PCR de col6nia da conjugagdo entre as linhagens B. sacchari e E. coli S17-1
pNPTS138::upS+downSxylA. 1-15: clones testados; 2+: controle positivo utilizando como DNA molde o DNA
gendmico extraido de B. sacchari e 0 DNA plasmidial extraido pNPTS138::upS+downSxylA ;+: controle positivo
utilizando como DNA molde o DNA gendmico extraido de B. sacchari; -: controle negativo. As setas em vermelho
indicam as bandas esperadas (1931pb e 3254).

Para os clones 1-15, somente os clones 11 e 15 obtiveram as duas bandas esperadas.
Todos os clones quando feito o PCR de colbnia foi feito também um repique em MMGI1K e
deixado a 30 °C por 48 horas. Nesta placa de repique somente quatro clones cresceram e 0s
clones 11 e 15 ndo cresceram. Desta forma, esses clones foram perdidos. Foi feito a técnica de
coloracdo de gram com os clones que cresceram e no microscopio foi possivel ver um bastonete

gram-negativo grande presente, morfologia muito diferente de B. sacchari que normalmente se
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apresenta como pequenos coccus-bacillus gram-negativos. Foi concluido que provavelmente o

que cresceu se trata de uma contaminagéo.

Para os clones encontrados nas duas outras técnicas de conjugacéo foi decidido fazer um
repique da colonia em MMG1K antes de fazer o PCR, pois foi pensado que talvez como as
coldnias eram pequenas, quando feito o PCR ndo teria sobrado células para o repique. O
resultado para todas as colonias foram o mesmo que antes, nenhum repique conseguiu crescer no
novo meio MMG1K.

O experimento foi refeito, porém desta vez somente utilizando o primeira técnica de
conjugacdo. Foi tentado fazer o repique antes do PCR e mais uma vez nenhuma colbnia
conseguiu crescer. Foi pensado que talvez as colénias ndo eram recombinantes de B. sacchari e
que talvez ndo foi possivel fazer o primeiro evento de recombinacdo. O resultado da figura 5.25
poderia ser explicado pelo fato que na placa tinha 0 DNA das duas células, B. sacchari que seria
a origem da banda maior, e E. coli S17-1 pNPTS138::upS+downSxylA que seria a origem da

banda menor, e ndo de uma B. sacchari recombinante.

Como néo foi possivel atingir o resultado desejado de construir uma recombinante de B.
sacchari com um “knock-out” no gene xylA utilizando a técnica de recombinagdo homodloga
através do plasmideo pNPTS138, foi decidido tentar utilizar outra técnica baseada na exposicdo a
luz ultra violeta e no reparo do DNA.

5.5.3 Obtencao de mutantes de B. sacchari xil" por irradiacdo UV

Nesta etapa, foi utilizado outra técnica, baseada na exposicdo a radiacdo UV e no sistema
de reparo do DNA, no intuito de se obter uma recombinante de B. sacchari com um “knock-out”
no gene xylA. Em trabalhos anteriores em nosso laboratorio (Mendoncga, 2009; Silva, 1998),

foram feitos recombinantes de B. sacchari utilizando a irradiagdo com luz ultravioleta.

a) Curva de sobrevivéncia a radiacéo

Como em trabalhos anteriores (Mendonga, 2009; Silva, 1998) ja foram bem determinados
o0s tempos de exposicdo a radiacdo UV necessérios para atingir a porcentagem de sobreviventes

adequada (entre 1e 10%), nos tempos de 6 e 7 segundos foi feito um numero maior de placas
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(cinco para cada diluicdo no lugar de trés) para serem utilizadas para a etapa de selecdo dos
mutantes. A curva de sobrevivéncia a radiacdo UV foi refeita para ter certeza que os tempos
escolhidos para a proxima etapa estejam corretos e porque 0 armario para irradiacdo possui
dimensBes um pouco diferentes daquelas utilizadas nos outros trabalhos. As figuras 5.26 e 5.27
representam a curva de sobrevivéncia de B. sacchari a radiagdo UV e a curva da porcentagem de

sobreviventes, respectivamente. No anexo 5 estdo os dados crus com os quais foram feitos os

gréficos.
Tempo (s) Sobreviventes (UFC/mL)
0 4. 10E+09 LE+10 ;
1 2.45E+09 = o
2 2.60E+09 = R?=0.9497
3 2 22E+09 O1E+08 + o
4 1.69E+09 =)
5 1.46E+09 8 !
6 1.16E+09 C1.E+06 +
7 7.64E+08 2
8 4.30E+08 2
10 4 12E+08 B 1.E+04 ‘ ‘ ‘ ‘
15 5.36E+07 0 4 8 12 16 20
20 2.58E+06 Tempo (s)

Figura —5.26: Curva de sobrevivéncia da bactéria B. sacchari a radiagdo UV.
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Figura — 5.27: Curva da porcentagem dos sobreviventes de B. sacchari a radiagdo UV.
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Para a proxima etapa que consistiu na selecdo dos mutantes xil~ foram coletadas as
colbnias das placas dos tempos 7 a 15 segundos. As placas do tempo 7 segundos foram
escolhidas mesmo que fora da porcentagem de sobreviventes planejada pois era um dos tempos

que foi feito maior nimero de placas e ainda esté relativamente préximo aos 10%.
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b) Selecdo dos mutantes UV xil (sac™)
Uma vez obtidos os mutantes por irradiacdo UV é necessario fazer um procedimento de
selecdo e triagem para encontrar aqueles que nos interessam, ou seja, que perderam a capacidade

de consumir xilose (xil’).

A etapa de selecéo foi realizada atraves de ciclos de enriquecimento nos quais as colnias
coletadas na etapa anterior foram inoculadas em um meio mineral com xilose e ampicilina por 11
horas. Em seguida, uma parte deste meio foi inoculada em um meio mineral com sacarose sem
antibidtico por 11 horas. Por fim o ciclo recomeca inoculando uma parte deste meio em um novo
meio mineral com xilose e ampicilina. No final de cada ciclo diluigdes foram feitas e inoculadas
em placas de MMS. A figura 5.28 ilustra este experimento.

MMX 1/1 200mL
Amp 30pg/mL

Lavagem com 1_.: ) .
calina 11h, 302C, 150rpm "~ Centrifugacdo e
[ | lavagem com salina

v

S 20mL 100mL \/
MMS 1/1 D.0.-2,0 N
101 U.V.
. 20mL 20mL
Ciclos 1,2,3e4 D.0.-2.0 D.0.-2,0

Plaguear diluicdes
10%,107e 108

1] :

/

11h, 302C, 150rpm
=== Contiugastoe | s 10/
200mL

lavagem com salina 100mL

C

Incubar 302C por 48h

Figura — 5.28: Esquema de cultivo para mutagdo e selecdo de clones mutantes xil” (sac’). MMS 10/3 ou MMX 1/1:
Meio mineral com adi¢do de 10 ou 1 g/L de sacarose ou Xilose respectivamente; Amp: Antibi6tico ampicilina.

O antibidtico beta-lactdmico vai ter uma agdo somente nas bactérias capazes de crescer
em xilose favorecendo assim em cada ciclo as bactérias incapazes de crescer em xilose. O MMS
é utilizado para assegurar que as bactérias selecionadas ainda sejam capazes de crescer em

sacarose e para que elas se recuperem do ciclo com o antibidtico.
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As col6nias que cresceram nas placas de MMS de cada ciclo passaram por uma etapa de
triagem, na qual elas eram repicadas em MMS e MMX para selecionar aquelas que sdo capazes

de crescer em sacarose, mas que ndo sao mais capazes de crescer em xilose. A figura 5.29 mostra

0 processo de triagem.

Figura — 5.29: Foto mostrando o processo de triagem utilizado. A direita, uma placa de MMS e a esquerda uma
placa de MMX.

No total foram testadas 4080 coldnias e dessas, 96, algumas do terceiro e outras do quarto
ciclo, pareciam ter um crescimento afetado em xilose. Desta forma, esses mutantes foram
repicados em um MMX novamente. Neste novo meio, ndo foi possivel notar nenhuma alteracdo

no crescimento quando comparado com o controle, a bactéria B. sacchari selvagem.

No final ndo foi possivel encontrar um mutante afetado no crescimento de Xxilose
utilizando a técnica de mutacdo por radiacdo UV. Uma explicacdo seria o0 baixo nimero de
células utilizadas no comeco do experimento, como dependemos de uma mutacdo aleatoria,
precisamos partir de um numero total de células muito elevado. Ndo foi possivel repetir o
experimento com um ndmero maior de células, devido ao longo tempo necessario para todas as
etapas, principalmente a de triagem. Mesmo se fosse possivel obter o mutante que nao cresce em
xilose, ainda seria necessario identificar onde este mutante estaria afetado, uma vez que o que

estamos interessados € em um mutante afetado no gene xylA.

Como ndo foi possivel construir um mutante de B. sacchari “knock-out” no gene xylA

utilizando a técnica de recombinacdo homdloga com o plasmideo pNPTS138 ou através da
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radiacdo UV, foi decidido introduzir os diferentes genes xylA escolhidos na bactéria B. sacchari

selvagem de maneira extracromosomal, utilizando o vetor pPBBR1MCS-2.
5.6 Construcdo dos recombinantes de B. sacchari

Dados as dificuldades relatadas, optou-se por inserir na linhagem selvagem diferentes
genes xylA que codificam para proteina Xxilose isomerase. Os genes selecionados foram
escolhidos tomando em conta dois principais fatores. O primeiro fator é a presencga das mutagoes
ditas melhoradoras por (Lee et al., 2012), como ja foi discutido no item 5.2. Para esta situacao
foram selecionados dois genes xylA, o primeiro da bactéria Photorhabdus luminescens subsp.
laumondii TTO1, que foi gentilmente doada pelo professor Carlos Eduardo Winter do
departamento de parasitologia do ICB-USP, que apresenta uma das mutacGes melhoradoras,
V433l. Este gene foi identificado como xylAp;. O segundo gene selecionado foi o gene xylA da
propria B. sacchari com as mutacbes descritas como melhoradoras (E15D, E114G, E129D,
T142S, A177T e V433l). Neste caso a sequéncia do gene alvo foi obtida no draft do genoma de
B. sacchari e foram feitas as modificacdes nos codons especificos para se obter a sequéncia de
aminoacidos desejada. A sequéncia modificada foi enviada para ser sintetizada pela empresa
GenOne. O gene assim obtido foi identificado como xylA*.

O segundo fator que foi utilizado para selecdo dos genes a serem testados foi a distancia
filogenética das bactérias quando comparadas com a B. sacchari, como ja foi discutido no item
5.1 e 5.2. Como n&o foi encontrada nenhuma mutagdo melhoradora nos demais genes xylA
analisados e como ndo foi encontrado mais nenhum dado na literatura que pudesse indicar qual
enzima poderia ser mais eficiente, foi decidido testar alguns dos genes xylA de bactérias da
familia das Burkholderiaceae. Desta forma, seria possivel construir uma nova informagéo sobre a
enzima xilose isomerase na familia das Burkholderiaceae que pode ser util para futuros trabalhos.
Foi escolhida uma bactéria de cada grupo filogenético da familia das Burkholderiaceae da figura
5.2 A preferéncia foi dada por bactérias que eram mais facilmente adquiridas e que apresentavam
maior conteudo informativo na literatura. Para aquelas com maior dificuldade de aquisicéo, foi

feita a sintese do gene alvo.

A bacteéria escolhida do grupo 1 da figura 5.2 foi a Burkholderia cenocepacia J2315 que

foi adquirida pelo nosso laboratdrio atraves do CBMAI (Colecdo Brasileira de Microrganismos
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de Ambiente e Industria) do CPQBA (Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas
e Agricolas). Este gene foi identificado como xylAg.. A bactéria escolhida do grupo 2 foi a
prépria B. sacchari, sendo a Unica representante, para comparar sua expressao com os demais
genes testados. Este gene foi identificado como xylAgs. A bactéria escolhida do grupo 3 foi a
Burkholderia xenovorans LB400 e aquela escolhida do grupo 4 foi a Burkholderia phymatum
STM815. Os seus respectivos genes xylA foram identificados como XxylAgy € xylAg,. Néo foi
possivel adquirir estas bactérias e, portanto, foi realizada a sintese de seus genes xylA através a

empresa GenOne.

Para a expresséo dos diferentes genes xylA escolhidos anteriormente foi utilizado o vetor
pBBR1MCS-2 que ja foi mencionado (item 5.5.1). Este vetor tem uma origem de replicacdo
promiscua ativa em B. sacchari (Kovach et al.,1995). Para ser utilizado como vetor de expresséo,
ele possui 0 promotor do gene lac que esté direcionado para o sitio de multipla clonagem (MCS).
Este promotor pode ser utilizado para expressao, pois a bactéria B. sacchari ndo possui o gene
lacl em seu genoma. Os genes que foram amplificados e clonados a partir de culturas bacterianas
(xylAgs, xylAg e xylAp;) foram clonados com a suas préprias sequéncias “Shine-Dalgarno” para o
inicio da traducdo, e utilizam o promotor lac para a transcri¢do. Para os demais genes sintetizados
foi introduzido a sequéncia “Shine-Dalgarno” de B. sacchari. Como controle foi construida uma
linhagem de B. sacchari com o vetor pPBBR1MCS-2 vazio (LFM 1405).

5.6.1 Genes amplificados e clonados em B. sacchari
a) xylA B. sacchari

O gene xylA de B. sacchari foi amplificado com iniciadores especificos (PF e PR xylAg;s
Item 4.8.2) desenhados a partir do draft do genoma recém sequenciado (Alexandrino et al., 2014).
Estes iniciadores introduziram, no fragmento amplificado, sitios para as enzimas de restri¢do
Hindlll e BamHI para o gene poder ser em seguida clonado no vetor pPBBR1MCS-2. Para
padronizacdo do PCR foi realizado um gradiente, no qual foram analisadas seis temperaturas (52,
54, 55, 56, 58 e 60 °C) para anelamento dos iniciadores como mostrado na figura 5.30. Para uma
das temperaturas, 55 °C, foi utilizado o reagente DMSO que ajuda em alguns casos para melhorar
0 anelamento dos iniciadores. Para as demais amplificacbes do gene xylAgs foi utilizada a

temperatura de 55 °C com adicdo de DMSO (nas quantidades determinadas no item 4.8.3). Em
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sequida, foi feita a amplificacdo com a enzima de alta fidelidade Phusion como mostrado na
figura 5.30, tendo se obtido um amplicon no tamanho esperado (1374pb). Este amplicon foi
utilizado para a clonagem no vetor pBBR1MCS-2, foi enviado para sequenciamento e foi

possivel conferir a integridade do fragmento (anexo 6).
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Figura — 5.30: Fotos das eletroforeses em gel de agarose das
amplificacbes do gene xylAgs. Gradiente: PCR com gradiente de
temperaturas em grau Celsius (°C); para temperatura de 55 °C foi
adicionado DMSO; a flecha indica a temperatura escolhida para as
demais amplificacBes. Phusion: PCR utilizando a enzima Phusion de
alta fidelidade. Tamanho do gene xylAgs: 1374pb.

Apo6s digestdo do amplicon e do vetor, com as enzimas indicadas anteriormente, esses
foram ligados formando o plasmideo pBBR1MCS-2::xylAgs. Este foi inserido em B. sacchari por
eletroporacdo para construcdo da linhagem B. sacchari pBBR1MCS-2::xylAgs (LFM 1406). Para
confirmar a presenca do plasmideo e do gene de interesse, foram utilizados os iniciadores M13
que sdo sequéncias presentes no plasmideo pBBR1MCS-2 flanqueando o sitio de multipla
clonagem onde os diferentes genes foram inseridos. Estes iniciadores foram utilizados uma vez
que aqueles especificos para amplificar o gene xylA de B. sacchari iriam amplificar também o

gene presente no cromossomo da bacteéria.
b) xylA de B. cenocepacia

O gene xylA de B. cenocepacia foi amplificado com iniciadores especificos (PF e PR
xylAg. item 4.8.2), que foram desenhados a partir da sequencia do gene xylA de Burkholderia

cenocepacia J2315 obtida no NCBI. Estes iniciadores introduziram, no fragmento amplificado,
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sitios para as enzimas de restricdo Hindlll e BamHI para o gene alvo poder ser em seguida
clonado no vetor pPBBR1MCS-2. Para padronizagdo do PCR, foi utilizado a enzima Taq
Polimerase e foi realizado um gradiente, no qual foram analisadas seis temperaturas (52, 54, 55,
56, 58 e 60 °C) para anelamento dos iniciadores como mostrado na figura 5.31 Para uma das
temperaturas, 55 °C, foi utilizado o reagente DMSO. Em seguida, foi tentado amplificar este
fragmento com a enzima Phusion de alta fidelidade e ndo foi possivel obter uma boa amplificacdo
com esta enzima como mostrado na figura 5.31 Desta maneira, foi decidido amplificar este gene
para clonagem utilizando a enzima Taqg polimerase, tendo se obtido um amplicon no tamanho
esperado (1374 pb). Este amplicon foi utilizado para a clonagem no pBBR1MCS-2, foi enviado
para sequenciamento e foi possivel conferir a integridade do fragmento (anexo 6). Apos digestéo
do amplicon e do vetor, com as enzimas indicadas anteriormente, esses foram ligados formando o
plasmideo pBBR1MCS-2::xylAg.. Este foi inserido em B. sacchari por eletroporacdo para
construgéo da linhagem B. sacchari pBBriMCS2::xylAg: (LFM 1408). A figura 5.31 mostra o
PCR de coldnia, feito com os iniciadores especificos para o gene xylAg., que confirma a presenca

do plasmideo e do gene de interesse.
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Figura — 5.31: Fotos das eletroforeses em gel de agarose para amplificacdo do gene xylAg.. Gradiente: Gradiente de
temperaturas da amplificagdo utilizando a enzima Taq polimerase; 52-60: temperaturas em grau Celsius (°C)
testadas; para temperatura de 55 °C foi adicionado DMSQ; a flecha indica a temperatura escolhida para as demais
amplificacdes (55 °C). Phusion: Tentativa de amplificar o gene com a enzima de alta fidelidade Phusion. PCR
coldnia: Confirmacdo da presenca do plasmideo com o gene de interesse na recombinante B. sacchari
pBBriMCS2::xylAg.; 1-6: coldnias testadas; seta indica a col6nia selecionada para 0s experimentos subsequentes. +:
controle positivo; -: controle negativo. Tamanho do gene xylAg.: 1374 pb.

c) xylA de P. luminescens

O gene xylA de P. luminescens foi amplificado com iniciadores especificos (PF e PR
xylAp, item 4.8.2) desenhados a partir da sequéncia do gene xylA de Photorhabdus luminescens
subsp laumondii TTO1 obtida no NCBI. Estes iniciadores introduziram sitios para as enzimas de

restricdo Apal e BamHI para o gene alvo poder ser em seguida clonado no vetor pPBBR1MCS-2.
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Para padronizacdo do PCR foi realizado um gradiente, no qual foram analisadas seis temperaturas
(52, 54, 55, 56, 58 e 60 °C) para 0 anelamento dos iniciadores como mostrado na figura 5.32 O
tamanho esperado do amplicon é de 1430 pb, portanto, a temperatura de 58 °C foi escolhida para
as demais amplificacbes. Em seguida, foi feita a amplificacdo com a enzima de alta fidelidade
Phusion como mostrado na figura 5.32, tendo se obtido um amplicon no tamanho esperado (1430
pb). Este amplicon foi utilizado para a clonagem no vetor pBBR1MCS-2, foi enviado para
sequenciamento e foi possivel conferir a integridade do fragmento. Apos digestdo do amplicon e
do vetor, com as enzimas indicadas anteriormente, esses foram ligados formando o plasmideo
pBBR1MCS-2::xylAp. Este foi inserido em B. sacchari por eletroporacdo para construcdo da
linhagem B. sacchari pBBriMCS2::xylAp (LFM 1422). A figura 5.32 mostra o PCR de colbnia
da linhagem recombinante, feito com os iniciadores M13, uma vez que os iniciadores especificos
para o gene xylAp; amplificam bandas inespecificas quando utilizado a Taq polimerase. Esta

figura confirma a presenca do plasmideo e do gene de interesse.
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Figura — 5.32: Fotos das eletroforeses em gel de agarose para amplificacdo do gene xylAp,. Gradiente: Gradiente de
temperaturas da amplificacdo utilizando a enzima Taq polimerase; 52-60: temperaturas em grau Celsius (°C)
testadas; a flecha indica a temperatura escolhida para as demais amplifica¢fes (58 °C). Phusion: Amplificagdo do
gene com a enzima de alta fidelidade Phusion; as flechas indicam a banda esperada (1430 pb). PCR coldnia:
Confirmacédo da presenca do plasmideo com o gene de interesse na recombinante B. sacchari pBBriMCS2::xylAp;;
1-10: col6nias testadas utilizando os iniciadores M13 (1582 pb); seta indica a colbnia selecionada para o0s
experimentos subsequentes. -: controle negativo.

5.6.2 Genes sintetizados e clonados em B. sacchari

Os demais genes escolhidos para serem testados, xylA*, xylAg, e xylAg, foram sintetizados
pela empresa GenOne. Esta empresa envia o gene sintetizado dentro de um plasmideo (pBSK ou

pCloneEZ-NRS) com as enzimas de restricdo que foram escolhidas para fazer a clonagem no



86

pBBR1MCS-2. Os produtos fornecidos pela empresa estdo no anexo 7. Para os trés genes foram
escolhidas as enzimas Hindlll e BamHI.

A primeira etapa foi fazer a eletroporacdo dos plasmideos com o0s genes sintetizados em
trés linhagens de E.coli DH10B (LFM 1380, 1418 e 1419). Em seguida, estes plasmideos foram
extraidos e digeridos com as enzimas Hindlll e BamHI. Foi feita uma eletroforese em gel de
agarose para separar 0s esqueletos dos plasmideos dos genes sintetizados, 0s quais foram
extraidos do gel e purificados. Em paralelo foi feita a digestdo do vetor pBBR1MCS-2 com as
mesmas enzimas utilizadas anteriormente. Por fim, foram feitas as ligagdes dos amplicons com o
pBBR1MCS-2 e os plasmideos formados foram inseridos em B. sacchari por eletroporacdo. A
figura 5.33 representa a amplificagdo dos genes xylA*, xylAgy e xylAg, apos a eletroporagdo dos
respectivos plasmideos em B. sacchari. Para o gene xylA* foram utilizados os iniciadores M13,
pois, a sequéncia do gene xylA* é praticamente igual aquela do gene da xilose isomerase presente
no genoma da B. sacchari. Para os demais genes xylA foram utilizados iniciadores especificos.
Foram obtidos os tamanhos esperados para cada gene amplificado, 1556 pb para o gene xylA*,

1319 pb para o gene xylAgx € 1323 para o gene XylAgp.
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Figura — 5.33: Fotos das eletroforeses em gel de agarose das bactérias recombinantes de B. sacchari apos
eletroporacéo dos plasmideos pPBBR1IMCS-2::xylA* / xylAg, / xylAg,. 1-16: diferentes col6nias utilizadas como DNA
molde para o PCR. A seta mostra qual col6nia foi utilizada nos experimentos subsequentes. xylA*: 1556 pb; xylAg,:
1319 pb; xylAg,: 1323 pb.

Nesta etapa foram obtidos sete recombinantes de B. sacchari e o equivalente em E. coli
DH10B (tabela 4.1). Todos os plasmideos construidos também foram inseridos em E. coli
DH10B, pois, é possivel ter um rendimento para extragdo de plasmideo muito maior com essa
linhagem quando comparado com B. sacchari devido a diferenga de crescimento entre as duas
bactérias e pelo fato que diferentes linhagens de E.coli foram construidas geneticamente para

serem mais eficientes para diversos experimentos de biogia molecular, como a clonagem.
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Uma vez os recombinantes de B. sacchari construidos, estes serdo testados em duas
etapas: uma primeira medindo a atividade enzimatica da enzima xilose isomerase; uma segunda
através de um ensaio para medir crescimento, consumo de acgucar e producdo de PHA utilizando

xilose como Unica fonte de carbono.
5.7 Analise dos recombinantes de B. sacchari

Para analisar os diferentes recombinantes de B. sacchari construidos, foi decidido fazer
dois ensaios diferentes. Um primeiro no qual foi medida a atividade da proteina xilose isomerase
através de um ensaio enzimatico acoplado. Esta medi¢do nos proporcionou duas principais
informacdes: se a construgdo do nosso plasmideo esta funcional dentro das células, ou seja, se o
nosso gene de interesse esta sendo transcrito, traduzido e se a proteina estd funcional; e qual
enzima tem maior atividade especifica pela xilose. Em um segundo ensaio em batelada durante
72 horas no qual foi medido o crescimento celular, o consumo de agucar e a producao de PHA a
partir de xilose como Unica fonte de carbono. Esse experimento permite avaliar se as melhorias
observadas nas atividades enzimaticas podem ser correlacionadas a uma maior eficiéncia no

consumo de xilose ou na producéo de polimero.

5.7.1 Analise da atividade enzimatica da proteina xilose isomerase dos recombinantes de B.

sacchari.

A primeira analise feita com os recombinantes de B. sacchari construidos anteriormente
foi um ensaio para medir as diferentes atividades enzimaticas da proteina de Xilose isomerase
(XI). Em trabalhos anteriores em nosso laboratdrio, ja foi feita a medicéo da atividade enzimatica
da XI (Lopes et al., 2009b) utilizando o método cisteina-carbazole, descrito por Dische em 1949
Para alguns autores este método € pouco sensivel e ndo muito reprodutivel além de apresentar
uma limitacdo com excesso de substrato e utilizar &cido sulfdrico concentrado (Kersters-
Hilderson et al., 1986; Schenk, Bisswanger, 1998). Por outro lado, em nosso laboratorio foi
adquirido um espectrofotometro de microplaca de 96 pogos (“Synergy H1 microplate reader” da
marca BioTek). Com este equipamento é possivel fazer medigdes de alguns intermediarios de
reacOes enzimaticas, como NAD(H) e NADP(H), através das quais, em conjunto com outras
medidas, é possivel deduzir a atividade enzimatica. Por estas razdes, foi decidido implantar, em

nosso laboratério, uma nova técnica para medicao da atividade enzimatica da proteina XI baseada
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em um ensaio enzimatico acoplado. Durante este ensaio a xilose é isomerizada a xilulose pela XI,
que é convertida a xilitol pela sorbitol desidrogenase (SDH). Para formac&o de xilitol é necesséria
a oxidacdo de NADH, que pode ser medida através de variagfes na absorbancia a 340nm (item
4.11) (Kersters-Hilderson et al., 1986). Desta forma, ¢ uma medicédo indireta da atividade da XI,
pois, o que realmente est4 sendo medido é uma variacdo da quantidade de NADH decorrente da
reacdo enziméatica da SDH. Foram necessarios dois meses para a padronizagdo deste ensaio.

O ensaio consiste na mistura do extrato celular de cada cultura bacteriana a ser testada,
com a SDH e um tampd&o de medi¢do que contém NADH e xilose. A xilose, SDH e NADH estéo
em quantidades saturantes, deixando assim, o extrato celular como limitante para poder fazer a
medicdo da XI. Foi realizado para todas as medi¢6es um branco, no qual todos os ingredientes
sdo adicionados menos o extrato celular e este valor é subtraido de todas as medicfes. Esta
informacdo € muito importante para confirmar que a SDH néo est4 convertendo a xilose em
xilitol. As culturas bacterianas foram cultivadas em MMX por 24 horas, 0 que indica que as XI
medidas sdo decorrentes da expressdo de genes presentes nos plasmideos e no genoma de B.

sacchari.

O resultado obtido pelo aparelho é um grafico da oxidacdo de NADH em funcdo do
tempo. A inclinacdo da curva vai nos informar a velocidade da oxidacdo de NADH que
representa indiretamente a velocidade da reacdo realizada pela XI. Para conseguir calcular a
atividade enzimética especifica da enzima XIl, definida como a quantidade de substrato
consumido ou produto formado por unidade de tempo por unidade de proteina, & necessario saber
qual a concentracdo de proteina de cada um dos extratos celulares utilizados. Para isso foi
utilizado o método de Bradford (Bradford, 1975). Os resultados das atividades enzimaticas
especificas das diferentes linhagens recombinantes de B. sacchari estdo na figura 5.34. No anexo
8 estdo expostos a curva padréo de Bradford, assim como a tabela excel utilizada para calcular a

atividade especifica da xilose isomerase.
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Atividade enzimatica especifica da Xilose Isomerase
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Figura — 5.34: Atividade enzimatica especifica da enzima xilose isomerase para as diferentes linhagens
recombinantes de B. sacchari. Sobre cada coluna esté apresentado o valor médio de atividade especifica determinada
e 0 desvio padrdo. Também estd apresentado em preto a porcentagem de aumento da atividade quando comparada
com a linhagem controle e em vermelho quando comparada com a linhagem 3, B. sacchari pPBBR1MSC-2::xylAy.

A linhagem controle, B. sacchari pPBBR1MCS-2 (2), teve uma atividade enzimatica muito
préxima da linhagem selvagem (0,0304 comparado com 0,0282) concluindo que a presenca do
plasmideo, assim como a utilizacdo de antibidtico, ndo interferiu neste experimento. A linhagem
B. sacchari pBBR1MCS-2::xylAgx (8) foi aquela que apresentou maior atividade enzimatica
especifica quando comparada com a linhagem controle (2), um aumento de aproximadamente
113%. A segunda linhagem com maior atividade da proteina XI foi a B. sacchari pPBBR1MCS-
2::xylAgs (3) com um aumento de aproximadamente 52% quando comparada com a linhagem
controle. Esse valor é similar a aquele encontrado em outro trabalho que mediu a atividade desta
linhagem e que obteve um aumento perto de 70% (Lopes et al.,2009b). Outra linhagem que
obteve um aumento significativo, 39%, foi a B. sacchari pPBBR1IMCS-2::xylAg, (7). Para as
demais linhagens de B. sacchari, com o plasmideo pPBBR1MCS-2 com o0s genes xylA* (4), xylAg.
(5) e xylAp (6), ndo foi possivel observar um aumento tdo expressivo, sendo valores similares a
linhagem controle. Outra comparacdo que pode ser feita, € utilizar a linhagem B. sacchari
pBBR1IMCS-2::xylAgs (3) como base de comparagdo, uma vez que 0 que queremos encontrar é
uma xilose isomerase melhor do que aquela presente em B. sacchari. Neste caso, a Unica que teve

um aumento na atividade enzimatica foi aquela de B. xenovorans com 58% de aumento.
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Essas diferencas nas atividades enziméticas da xilose isomerase mostram que existe
diferencas em cada uma delas que podem proporcionar uma melhor eficiéncia no uso da xilose.
Como ja discutido na introducdo e no item 5.2, a Xxilose isomerase € uma enzima pobre
enzimaticamente e poderia ser melhorada através de algumas mutacdes, como aquelas sugeridas
por Lee et al., 2012, no caso da xilose isomerase de Piromyces sp. Os principais pontos que
poderiam melhorar a atividade da enzima sdo a ligagédo entre enzima substrato e a estabilidade da
enzima, a qual precisa formar dimeros e tetrdmeros para estar ativa. Desta forma, as diferencas
observadas nos experimentos enzimaticos realizados, sdo um reflexo das pequenas diferencas na
sequéncia de cada um dos genes xylA escolhidos, que muda a estrutura da proteina de uma
maneira que em alguns casos uma seja mais eficiente do que a outra. E importante lembrar que
para todos os recombinantes o promotor utilizado foi o mesmo, o promotor lac, presente no
plasmideo pPBBR1IMCS-2.

Em trabalhos futuros, poderia ser feita uma analise da estrutura tridimensional de cada
uma das enzimas testadas para tentar encontrar modificacfes que permitam a elaboracdo de uma

enzima com maior eficiéncia enzimatica.

Outro experimento para trabalhos futuros, para completar este resultado seria repetir o
mesmo ensaio, porém crescendo as diferentes culturas em meio mineral com glicose. Como ja
comentado no item 2.3, é descrito na literatura, para algumas bactérias, uma repressdo catabdlica
dos genes para o metabolismo de xilose quando em presenca de glicose. Desta maneira, em um
experimento como este, talvez pudesse ser medido somente a atividade enzimatica da proteina
que esta sendo expressa pelo plasmideo, uma vez que a xilose isomerase endogena estaria inativa

ou reprimida.

A concluséo desta etapa é que os extratos das linhagens de B. sacchari abrigando os genes
xylAsyx, XylAgs e xylAg, tiveram uma atividade enzimatica especifica da proteina xilose isomerase
superior ao controle, sendo que a recombinante abrigando o primeiro gene € aquela com maior
atividade enzimatica especifica, perto de 113% a mais que o controle. Na proxima etapa vamos
observar se podemos fazer uma correlacdo entre esses dados e aqueles obtidos com o préximo
experimento, que mediu o crescimento, consumo de agucar e producdo de PHA a partir de xilose

como Unica fonte de carbono.
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5.7.2 Analise da producéo de PHA por linhagens recombinantes a partir de xilose

Nesta etapa, foram realizados cultivos em batelada com a linhagem selvagem de B.
sacchari e todas as linhagens recombinantes construidas. Este experimento foi realizado em
MMX, com 15 g/L de xilose, 1 g/L de (NH4),SO4 e com adigdo de canamicina, no caso das
linhagens recombinantes. Foram retiradas amostras com 0, 24, 48 e 72 horas de cultivo. Os
resultados estdo expostos na Tabela 5.2. Os dados utilizados para construcdo da tabela 5.2 estdo

no anexo 9.

Com relacdo a producéo de polihidroxialcanoatos (PHA), para todas as linhagens o Gnico
tipo de PHA encontrado foi o P3HB, gque é o normalmente produzido por B. sacchari a partir de
xilose como ja foi demonstrado em trabalhos anteriores (Lopes et al.,2009a; Lopes et al.,2009b;
Silva et al., 2004). Foram avaliadas duas diferentes caracteristicas, a concentracdo de P3HB em
g/L, ou seja, a quantidade de P3HB produzida e a eficiéncia de conversdo de xilose em P3HB, ou
seja, quantos gramas de P3HB podem ser gerado por grama de xilose consumida, representados
na Tabela 5.2 pelo fator de conversdo Y ppg/xiose. OS recombinantes de B. sacchari abrigando os
genes xylAgy , xylAgs, XylAg, e xylA* foram capazes de produzir aproximadamente 70% a mais de
P3HB do que a linhagem controle com o pBBr1MCS-2 vazio. Para a linhagem recombinante B.
sacchari pPBBR1IMCS-2::xylAg; 0 aumento na producdo de P3HB foi menor do que as demais
recombinantes, perto de 40% quando comparado com a linhagem controle. No caso da B.
sacchari pPBBR1MCS-2::xylAp ndo foi possivel notar uma diferenca na producéo do polimero
quando comparado com a linhagem controle. Quanto a eficiéncia de conversdo de xilose em
P3HB, o resultado obtido para a linhagem controle, 0,22, é similar a outros trabalhos que
obtiveram 0,26 para linhagem selvagem e 0.18 para a linhagem recombinante abrigando o
plasmideo pBBR1MCS-2 (Lopes et al., 2009b). No caso das linhagens recombinantes deste
trabalho, foi obtido um aumento de aproximadamente 30%, comparando com a linhagem
controle, para as linhagens recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAgs, xylA* e
xylAg.. Para as linhagens de B. sacchari abrigando os genes xylAg, e xylAgx 0 aumento foi de
aproximadamente 40% quando comparado com a linhagem controle. No caso da linhagem
recombinante B. sacchari pPBBR1MCS-2::xylAp ndo foi possivel observar nenhuma diferenca

com o valor obtido para a linhagem controle.
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No caso do consumo de xilose, as linhagens recombinantes de B. sacchari abrigando os
genes, xylAgs, € xylA* foram capazes de consumir aproximadamente 30% a mais do agUcar total
fornecido quando comparados com a linhagem controle. As linhagens recombinantes de B.
sacchari abrigando os genes, xylAg, € xylAgx consumiram aproximadamente 23% a mais de xilose
do que a linhagem controle. Para as demais linhagens recombinantes, B. sacchari pBBR1MCS-
2::xylAg. e B. sacchari pBBR1MCS-2::xylAp ndo foi possivel observar uma grande diferenca no
consumo de xilose quando com parado com a linhagem controle. A bactéria selvagem apresentou
um valor para 72 horas de consumo de xilose incoerente, provavelmente decorrente de um erro
experimental. No caso do proprio controle, o valor para 72 horas esté ligeiramente maior do que
0 de 48 horas, isso pode ser explicado pelo fato que provavelmente o consumo entre as amostras
de 48 e 72 horas ndo foi alterado ou a alteracdo da quantidade de xilose foi muito baixa para o

nosso sistema detectar.

O crescimento celular foi apresentado como Xr que é a massa de células residuais por
litro. Este valor foi calculado pegando a massa celular total e subtraindo a massa de P3HB. E
possivel perceber que, depois de 24 horas, o crescimento celular para ou diminui por causa da
limitacdo em nitrogénio do meio utilizado, propicio para o acumulo de polimero. Os
recombinantes que mais acumularam P3HB, linhagens de B. sacchari abrigando os genes xylAgy,
XylAgs, XylAgp, XylA*, sdo aqueles que tiveram menor crescimento entre 48 e 72 horas. As
linhagens selvagem, controle e B. sacchari pBBR1MCS-2::xylAp; tiveram uma queda de
crescimento entre 24 e 72, provavelmente devido a queda do pH. Foram realizados testes para
identificar a presenga de alguma contaminagdo no cultivo, mas nada foi encontrado.
Experimentos em andamento em nosso laboratorio, para medir a presenca de acidos nestas
culturas assim como a repeticdo deste experimento estdo sendo realizados para podermos ter
maior precisdo nos dados obtidos. Outro dado interessante é o fator de conversdo de xilose em
células (Yxmxilse)- As linhagens recombinantes que obtiveram maior eficiéncia na conversdo de
xilose em célula foram a B. sacchari pBBrlMCS-2::xylAp € B. sacchari pBBriIMCS-2::xylAg,

com um aumento de 15 e 22%, respectivamente, quando comparadas com a linhagem controle.

Com os resultados obtidos durante este ensaio e utilizando os resultados obtidos para as
atividades enzimaticas do experimento anterior é possivel observar algumas correlacBes. As

linhagens recombinantes que tiveram maior atividade enzimatica (as linhagens de B. sacchari
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abrigando os genes xylAgy, XylAgs, XylAg,) sdo aquelas que conseguiram ter melhores resultados
de acimulo de P3HB e consumo de xilose. Porém a diferencga entre as atividades enzimaticas
destes recombinantes (quando comparado com o controle um aumento de 113%, 52%, 39% para
as linhagens de B. sacchari abrigando os genes xylAgy, XylAgs € xylAgp, respectivamente) nao
apareceu nos resultados de producgéo e consumo que foram muito similares entre eles. No caso da
linhagem recombinante de B. sacchari abrigando o gene xylA*, o resultado do ensaio enzimatico
ndo foi muito maior do que a linhagem controle, porém para a producédo de P3HB e consumo de
xilose foi possivel observar um aumento similar as linhagem anteriores. Para as Ultimas duas
linhagens recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAg. e xylAp, ndo foi possivel
observar uma diferenca na atividade enzimética quando comparadas com a linhagem controle e o
mesmo foi refletido para a producdo de P3HB e consumo de xilose no caso daquela abrigando o
gene xylAp. A linhagem abrigando o gene xylAg; obteve um consumo de xilose e producédo de

P3HB um pouco maior que a linhagem controle.



94

Tabela — 5.2: Produg&o de P3HB por B. sacchari selvagem e seus recombinantes abrigando diferentes genes xylA.

pH
Tempo(h) / Linhagem |B. sacchari| Controle xylAgs XylA* xylAg. xylAp xylAgp xylAgy
0 ND ND ND ND ND ND ND ND
24 ND ND ND ND ND ND ND ND
48 3.47+0.02 4.36+0.69 6.4320.01 |6.25+0.04 | 6.42+0.00 5.35+0.36 6.2020.09 | 6.3420.01
72 3.400.00 3.690.10 6.37£0.02 |5.92+0.12| 6.31+0.01 3.87+0.10 5.74+0.37 | 6.30£0.04
Xr (g/L)
Tempo(h) / Linhagem |B. sacchari| Controle xylAgs xylA* xylAg¢ xylAp| xylAgp XylAgx
0 0.12 0.21 0.52 0.24 0.25 0.25 0.20 0.10
24 1.86 2.24+0.10 1.77+0.16 |2.01+0.19 | 1.75+0.23 1.87+0.12 1.79+0.05 1.97
48 1.74£0.10 2.120.15 1.97+0.14 |2.01+0.20 | 2.01%0.15 2.34+0.06 2.02+0.24 ND
72 1.11+0.14 1.77+0.30 1.94+0.01 |1.98+0.08] 2.35+0.31 2.12+0.07 1.92+0.06 | 1.96+0.11
Acucar (g/L)
Tempo(h) / Linhagem |B. sacchari| Controle xylAgs xylA* xylAg¢ xylAp xylAgp xylAgx
0 16.95 17.73 18.61 17.95 17.72 17.91 17.17 17.09
24 9.59+0.17 | 10.82+0.47 | 10.46+0.21 |10.44+0.64| 10.02+0.10 | 10.69+0.53 | 9.64+0.16 | 9.98+0.14
48 6.21+0.10 6.57+0.11 4.93+0.17 | 4.26+0.69 | 5.73+0.08 6.61+0.26 4412017 | 4.6420.17
72 7.92+0.12 6.67+0.45 4,04+0.03 |3.84+0.35| 5.50+0.30 6.380.37 3.67+0.17 | 3.39+0.33
Consumido 9.03 11.06 1457 14.11 12.22 1153 13.5 13.7
PHB (g/L)
Tempo(h) / Linhagem |B. sacchari| Controle xylAgs xylA* XylAge xylAp| xylAgp xylAgy
0 0.01 0.02 0.08 0.06 0.09 0.02 0.03 0.01
24 1.74 1.64+0.13 2.09+0.00 |1.85+0.22| 1.93+0.19 1.52+0.09 2.28+0.23 2.01
48 2.07+0.08 2.54+0.23 3.41+0.13 |3.63+0.42| 3.37+0.25 2.67+0.04 4.04+0.48 ND
72 1.80+0.13 2.45+0.08 4.20+0.01 J4.23+0.01] 352+0.14 | 2.60+0.11 4.18+0.19 | 4.27+0.17
Fatores de Conversiao (g/g)
Linhagens B. sacchari| Controle xylAgs xylA* xylAg. XylAp| XylAg, XylAgy
Y pHB/Xilose 0.198 0.220 0.283 0.296 0.281 0.224 0.307 0.311
Y xrixilose 0.110 0.141 0.097 0.123 0.172 0.162 0.127 0.136

Controle: B. sacchari pBBrIMCS-2; xylAg, - xylAg,: B. sacchari pBBrl1MCS-2 com o respectivo gene da recombinante, xylAgs —

xylAg,. Ressaltado com o contorno preto estdo os dados mais importantes. ND: dados néo disponiveis.

Analisando os fatores de conversdo de xilose em PHB (Y payp/xilose) € de xilose em células

(Yxrxilose) € possivel observar que os recombinantes que obtiveram melhor eficiéncia de

conversao de xilose em PHB sdo todas as linhagens recombinantes, exceto aquela abrigando o

gene xylAp;. No caso das linhagens recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAgs,
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XylA*, xylAg, e xylAgy, essas foram aquelas que tiveram maior consumo de xilose e produgéo de
P3HB e menor fator de conversdo de xilose em Xr. A linhagem recombinante B. sacchari
pBBR1MCS-2::xylAg. obteve um valor mais alto que o controle para conversdo de xilose em
P3HB, porém ndo teve um consumo de xilose tdo expressivo, mais a xilose que foi consumida foi
mais eficientemente convertida em P3HB do que no caso da linhagem controle. Essa mesma
linhagem foi aquela que obteve maior eficiéncia de conversdo de xilose em célula (Xr). Quanto a
linhagem recombinante B. sacchari pPBBR1MCS-2::xylAp;, ela ndo obteve valores de atividade
enzimatica, nem de producdo de P3HB, ou consumo de Xxilose muito diferentes da linhagem
controle. Isso pode talvez ser explicado pelo fato que este gene pertence a outra familia de
bactérias (Enterobacteriaceae) e o seu gene ndo foi enviado para ser sintetizado, ou seja, foi

utilizado a sua propria sequéncia “Shine-Dalgarno” e o seu proprio cédon preferencial.

Por outro lado, podemos fazer uma comparacdo entre os diferentes recombinantes
utilizando a linhagem B. sacchari pPBBR1MCS-2::xylAgs como controle, para ver se a presenca de
uma xilose isomerase diferente daquela presente em B. sacchari tem alguma influéncia na
producdo de P3HB, consumo de xilose, ou no fator de conversdo de xilose em P3HB. O que foi
possivel perceber é que todos os recombinantes apresentam resultados muito similares ou
inferiores aqueles obtidos pela recombinante abrigando o gene xylA da propria B. sacchari,
indicando que néo foi possivel perceber, com este experimento, se uma xilose isomerase € melhor
do que a outra. O que foi possivel perceber € que a superexpressdo do gene xylA aumenta o
consumo de xilose e a producdo de P3HB. Este resultado poderia talvez ser explicado pelo fato
que existe uma limitacdo na continuacdo da via do metabolismo de xilose, ou seja, a
superexpressdo da xilose isomerase transforma mais eficientemente a xilose em xilulose, porém a
célula ndo possui xiluloquinase, produto do gene xylB, suficiente para transformar toda a xilulose
produzida em xilulose-5-fosfato a qual sera incorporada no metabolismo central. Desta maneira,
talvez com a co-expressdo do gene xyIB seria possivel observar diferengcas mais marcantes entre

as proteinas xilose isomerase escolhidas.
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6 CONCLUSOES FINAIS

6.1 Andlise de genes do metabolismo de xilose no draft do genoma de B. sacchari

A bactéria Burkholderia sacchari provavelmente consome xilose através da via isomerase
composta pelos genes xylABFGH, orientados no mesmo sentido, e xylR orientado no sentido

contrério.

Esta bactéria parece apresentar genes similares aos de outra via de metabolismo de xilose,
a via de Weimberg, composta por 5 genes. Esta talvez pudesse se tornar ativa se complementada

e aumentar a eficiéncia do consumo de xilose.

Esta bactéria ndo parece apresentar a via de metabolismo de xilose Oxidoredutase.

Pelo grande potencial apresentado pela enzima xilose isomerase, produto do gene xylA, e
pelas dificuldades impostas pelo transportador do tipo ABC codificado pelo operon xylFGH, foi

decidido dar énfase para a proteina xilose isomerase, ao decorrer deste trabalho.

6.2 Busca de genes na biblioteca metagendmica

As atividades de busca de genes na biblioteca metagenémica e sua insercdo em mutantes
mostraram-se infrutiferas, no nosso caso, ja que ndo foram detectados genes integros nem
operons, nem mesmo regides, embora de pequeno tamanho, que contivessem algumas das
modificagOes descritas na literatura como capazes de aumentar a atividade de enzimas sobre o

catabolismo de xilose.

6.3 Construgdo de mutante de B. sacchari inativado especificamente no gene xylA

Duas metodologias foram empregadas para se gerar tal mutante: utilizando o vetor suicida
pPNPTS138 e o0 uso de radiacdo UV. Foram realizados e repetidos exaustivamente 0s
experimentos planejados para se obter tais mutantes sem sucesso. Diante deste cenario, foi
adotada a estratégia de sintetizar genes com as mutacGes descritas na literatura como
melhoradoras, ou oriundas de Burkholderia mais distantes filogeneticamente de B. sacchari e

inserir na propria B. sacchari de maneira extracromosomal, utilizando o vetor pPBBR1MCS-2.
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6.4 Construcdo dos recombinantes de B. sacchari

Foram entdo selecionados genes codificadores de xilose isomerase para inserir em B.
sacchari por meio do vetor pBBR1MCS-2. Os genes xylAg. e xylAp,, respectivamente de B.
cenocepacia e P. limunescens e da propria B. sacchari, xylAgs foram amplificados a partir do
DNA gendmico destas bactérias. Genes de B. xenovorans (xylAg,) e de B. phymatum (xylAgp)
foram sintetizados por uma empresa comercial pois as culturas ndo estavam disponiveis para
aquisicdo. Foi ainda sintetizado o gene de B. sacchari (xylA*) no qual foram inseridas as
modificagdes, descritas na literatura, como capazes de aumentar o consumo de xilose. Assim, seis
recombinantes de B. sacchari foram construidos, além de um controle abrigando o vetor sem

inserto.

6.5 Avaliacdo da producéo de PHA por linhagens recombinantes de B. sacchari a partir de

xilose

Os recombinantes foram avaliados em experimentos em frascos agitados, avaliando-se o
consumo de xilose, producdo de polihidroxialcanoatos e a atividade da enzima xilose isomerase.
Os resultados indicaram que a atividade enzimatica da xilose isomerase dos recombinantes de B.
sacchari abrigando os genes xylAgy, XylAgs, XylAg, tiveram um aumento de 113%, 52% e 39%
respectivamente, quando comparado com a linhagem controle abrigando o plasmideo
pBBR1MCS-2. Os recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAgy, XylAgs, XylAgp, XylA*
foram capazes de consumir aproximadamente 30%, para xylAgs € xylA*, e 23%, para xylAg, €
XylAgx, a mais de xilose quando comparadas com a linhagem controle. Esses mesmos
recombinantes foram aqueles que conseguiram produzir maior quantidade de P3HB, 70% a mais
do que a linhagem controle. Os recombinantes de B. sacchari abrigando os genes xylAg;, xylA* e
xylAg. foram aqueles que tiveram um aumento de aproximadamente 30% a mais do que a
linhagem controle na eficiéncia de conversao de xilose em PHB. Para as linhagens recombinantes
de B. sacchari abrigando os genes xylAg, e XxylAgy, esse aumento foi de 40%. A linhagem
recombinante de B. sacchari abrigando o gene xylAg; foi aquela que obteve maior eficiéncia de
conversdo de xilose em células (Xr). Para a linhagem recombinante de B. sacchari abrigando o
gene xylAp ndo foi possivel observar nenhuma diferenca na atividade enzimética, consumo de

xilose e producdo de P3HB quando comparada com a linhagem controle. Quando os resultados
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obtidos pelos diferentes recombinantes s&o comparados com a linhagem B.sacchari pBBR1MCS-
2::xylAgs, foi possivel perceber que ndo houve uma diferenca muito grande entre as proteinas
xilose isomerase testadas, mas que a superexpressdo desta proteina aumenta tanto a producédo de

P3HB como o consumo de xilose na maioria dos recombinantes.
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7 SUGESTOES DE ATIVIDADES ADICIONAIS

A partir destes resultados, sugere-se como atividades adicionais para 0 melhoramento do
consumo de xilose, investir na insercdo, no cromossomo de B. sacchari, das modificacbes aqui
testadas, ou ainda verificar se houve modificagfes estruturais na proteina modificada. Para a
proteina xilose isomerase poderia ser desenhada a sua estrutura tridimensional para conseguir
identificar possiveis aminoacidos a serem modificados para melhorar a sua atividade. Ainda
poderia ser co-expresso o0 gene xylB do metabolismo de xilose para avaliar uma possivel melhoria
para a utilizacdo deste agUcar e producdo de PHA. A verificacdo da possibilidade de ativar a via
de Weimberg em B. sacchari, pela introducdo do gene codificador da enzima que completaria
esta via e avaliar seus resultados sobre o consumo de xilose, seria outra sugestdo. Para completar
os resultados obtidos nos experimentos em frascos agitados seria interessante ter dados cinéticos
de crescimento e consumo de xilose pelas linhagens recombinantes com melhor desempenho,
além da linhagem controle. Isto poderia ser avaliado também com relacéo a represséo catabdlica

na presenca de glicose.
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ANEXOS

Anexo — 1: Alinhamento completo da figura 5.3, das sequéncias da proteina Xxilose

isomerase das diferentes bactérias estudadas.
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LGGENYVLWGGREGYESLLNTDLRQEREQIGRFMOMVVDYKYKIGFQGTLLIEPKPQEPT
LGAENYVFWGGREGYMSLLNTDQKREKEHMATMLTMARDYARSKGFKGTFLIEPKPMEPT
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KHQYDYDVATVHGFLVQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLVQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLVQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLVQYGLQDEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQYGLODEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQYGLOQHEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDHDVATVHGFLTQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGLLTQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIANAFALGVEFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQYGLONEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIAMAHALGVEGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLOQHGLEKEIRVNIEANHATLAGHSFHHETATAYALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLQHGLDKEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIATAYALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLQYGLEKEIRVNIEANHATLAGHSFHHETATAYALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLQYGLEKEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIATAYALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLQYGLEKEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIATAYALGVFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLQHGLDKEIRVNIEANHATLAGHSFHHEIATAFALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLLOQHGLDKEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIATAFALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQFGLODEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIANAFALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVHGFLTQFGLODEIRVNIEANHATLAGHSFHHETIANAFALGIFGSIDANR
KHQYDYDAATVYGFLKQFGLEKEIKLNIEANHATLAGHSFHHETATATALGLFGSVDANR
KHQYDYDVATVYGFLKQFGLEKEIKVNIEANHATLAGHSFHHETIASAIALGIFGSVDANR
KHQYDYDVATVYGFLKQFGLENEIKVNIEANHATLAGHSFQHEVATATALGILGSIDANR
KHQYDVDTETAIGFLKAHNLDKDFKVNIEVNHATLAGHTFEHELACAVDAGMLGSIDANR
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GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSIDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSIDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVAAEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFHGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFHGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFHGHIGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILKHGGFTTGGMNFDSKVRRQSVDPEDLFYGHIGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILKHGGFTTGGMNFDSKVRRQSVDPEDLFYGHIGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDSKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILGHGGFTTGGMNFDSKVRRQSVDPEDLFYGHVGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDSKVRRQSVDAEDLFHGHIGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTTGGMNFDAKVRRQSVDPEDLFYGHIGA
GDPONGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRHGGFTSGGMNFDAKVRRQSVDAEDLFYGHIGA
GDAQNGWDTDQFPNSVEELTLAFYEILRNGGFTTGGMNFDAKVRRQSIDPEDIVHGHIGA
GDAQNGWDTDQFPNSVEELTLALYEILRNGGFETGGMNFDAKVRRQSIDPEDLVHGHIGA
GDAQLGWDTDQFPNSVEENALVMYEILKAGGFTTGGLNFDAKVRRQSTDKYDLFYGHIGA
GDPQLGWDTDQFPNSVEENALVMYEILKAGGFTTGGLNFDAKVRRQSTDKYDLFYGHIGA
GDAQLGWDTDQFPNSVEENSLVMYEILKAGGFTTGGLNFDAKVRRQSIDIDDLFYGHIGA
GDYQONGWDTDQFPIDQYELVQAWMEIIRGGGEFVTGGTNFDAKTRRNSTDLEDITIIAHVSG
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IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDDAFGRKILSGGYTLESLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDDAFGRKILAGGYTLESLAADALARGVDP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDDAFGQKILSGGYTLQSLAEDALARGVDP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDDAFGRKILSGGYTLQSLADDALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLEAMRROQRYAQWDDAFGRKILSGGYTLESLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAKWDSAFGREILAGGYTLESLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDSAFGREILSGGYTLESLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRQRYAQWDSAFGRKILAGGYSLQSLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLDALRRRRYAQWDSEFGRKILAGGYSLQSLAADALARGVNP
IDVLALALERAAVLVENDRLQQFKQORYAGWDTEFGRKILAGGYALSSLAADAAARGLNP
IDNLALAVERAAVLIENDRLDQFKRQRYAGWDADFGRKILSGDYSLSTLATDALARGLNP
IDNLALAVERAAVLIENDRLDQFKRQRYSGWDAEFGRKISSGDYSLSALAEEAMARGLNP
IDNLALAVERAAVLFESDRLGQFKRQRYAGWDAEFGRKILAGDYSLSTLAADALSRDLNP
IDNLALAVERAAVLIENDRLGQFKRERYAGWDADFGRKILSGDYSLSTLAADALSRDLNP
IDNLALALERAAVLIGNDRLGEFRRQRYAGWDADFGRKILSGDYSLSTLAAEAVSRDLNP
IDNLALGLERAAVLVENERLEQFKRQRYAGWDGEFGRKILSGEYSLSTLAADTLARDLNP
IDNLALGLERAAVLVENERLDQFKQQRYAGWDGEFGRKILSGDFSLSTLASETLARDLNP
IDVLAVALERAAHLIEHDRLAAFKQQRYAGWDSDFGRKILAGGYSLESLASDAVQRNIAP
IDVIAVALERAAHLVENDRLGAFKQQRYAGWDSDFGRKVLAGGYSLESLASDAVQRNIAP
MDTMALALKIAARMIEDGELDKRIAQRYSGWNSELGQQILKGQOQMSLADLAKYAQEHHLSP
MDTMALALKVAARMVEDGELDKRVAKRYAGWNSELGQQILKGQISLTQLAQYAEQHKLAP
IDTMALSLKSAVKILVDGKLDEYVAQRYSGWNSELGRDILEGKMTLDEVAHYAETLVQEP
MDAMARALENAAKLLQESPYTKMKKERYASFDSGIGKDFEDGKLTLEQVYEYGKKNG-EP
HE I JEXn HEOE S *
RHASGAQERLENIVNQAIYGLR-
QHASGAQERLENIVNQAIYGLR-
RHASGAQERLENIVNQAIYGLR-
QHVSGAQERLENIVNQAIYALR-
QHASGAQERLENIVNQAIYALR-
RHASGAQERLENIVNQAIYGLR-
QHASGAQERLENIVNQAIYGLR-
RHASGAQERLENIVNQAIYALR-
QHASGAQERLENIVNQAIYALR-
QHASGQQERLENVVNQAIYGQR-
QHASGHQELMENIVNQAIYSGR-
QHASGHQELMENIVNQAIYSGR-
QHVSGQQERMENIVNQAIYSGR-
QHASGHQERMENIVNQAIYSGR-
QHKSGQQERMENIVNQATIYSGR-
RHVSGQQEQMENIVNQAIYSGR-
RHVSGQQEHLENIVNQAIYSGL-
RHVSGQQERLENIVNQAIFSSAK
HHVSGQQERLENIVNQAIYSAAK
VHQSGRQEQLENLVNHYLFDK--
QHQSGHQERLENLINHYLEDN--
KHRSGQQELLENLINRYIYD---
KQTSGKQELYEAIVAMYQ—-—-———
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Anexo - 2: Alinhamento dos possiveis genes xylB encontrados em B. sacchari

xylB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

xy1lB
xylB-2
xylB-3

xy1lB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

xylB
xylB-2
xylB-3

—————— MFIGIDLGTSGVKAVLLERAGDVIASASAPLAVSRPQPRWSEQAPEEWWRATRI
—————— MYLGIDLGTSEVKVLLLAPDSRVIGTAGSPFTVSRPQPRWAEQDPADWWDGTRR
MNAMQSRFLGIDLGTGSLKVAIVDEAGAERAAASAAYALEMPQPGWAEIDVERWWDALVL

ook k ok ok kK .k .. ok . .. Kk Kk ke Kk * *

ALRELLDEVRRNGIDPAGIEALGLTGOMHGATLLNAKGEVLRPAILWNDGRSDTECIELE
ALAALREKHPR---EFAEVRGIGLSGOMHGAVLLDKHDTVLRPAILWNDMRAVDECAELT

ACGRLPG------ AERARVRAIGFSGQMHGVVPTDAAGHALRCAMLWPDTRAR---ASLD
* * ok ek kR kkR . LUKk K akk K k. L
RAVPELHDVAG----NLAMPGFTAPKLLWVRKHEPEIFARIAHVLLPKDYLRWLLTG---

ARAPQLHRVAG----NLAMPGFTAPKLLWIARHEPEHFRRMACVLLPKDWLRLKLTG--—
AWPDALHDSAANPPPNPVAPGMAGPLLSWLTLHERATADATRWALQPKDWLRVRLAGSAN

* K * * Kk e Kk Kk Ko * K k kkk e kK K.k

—-——-VLATDPSDAAGTLWLDVAKRDYSEALLSACGLTRAHMPEVFEGNEVTGTLRAELAR
----GKVSDPSDAAGTLWLDVARRDWSDALLDACNMTRAQMPALAEGSAPSGTLLPSVAR
AAAGAFVADPSDACATALAAPDG-AWDFALIERLGLPARWFAPLAPSAAASGTLCADAAR

ek kKKK * . Kk . . kKK * K

EFGLREIPVVAGGG-DNAAGAVGVGIVRPGDAMLSLGTSGVYFAVSDGFLANPDSAVHSE
EFGLREDVVVAAGGGDNATSAIGIGAVQPGDGFVSLGTSGVLCVIGDRFRPNPASAVHAF
ALGLPAGVVLAAGAGDTPCAVLGSGLREDGDALLTTGTGGQIVVTSS--VEPPARRGLHR

.« kK K ek K * kK KKk e e e KKk K *

CHALPRTWHLMSVMLNAASCLDFTARLTGHDTVAALLAEAEAHSNAGVDPHRPWFLPYLS

CHATIPERWHOMSVVLSAASCLRWVCKLTGTDEPTLLAEVERLAP--PTLAQAPLFLPYLS

YRSASGGWYAMAAMONVGVALEAARGWLSCDWATAYAEAFAAQP-—-—--— SQTLAFLPYLS
.. *
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GERTPHNNVNAKGVFHGMTPQTTRADLANATLEGVGFALLDGMEALH----—-—-—-—-—-—-—-——
GERTPHNDPYAQGVFFGMTHATDRALLGYAVLEGVTLALTDGLDALR-————==-=-—=—-———
GERSPWLDPEARGGWLGAGLGDTRGVLMRAAFEGVAFALRAGLDALRGAPLHAAHATISAA
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————————— ATGLVPETITVIGGGSRSVWWTOMLADICGRALTLRAGGEVGPALGAARLA
————————— AAGTEVGPLSMLGGGARSAYWAQLAADVEFDTPTRQHGGGETGAALGAARLG
DVDSLTDVESAAAPITVLKLAGGGSVDARWRQLLADVLG-ARLDAIDCPNAAARGAALLG

* ok k. * ke kko. * kkk Kk

HLALEPGAPLDVVCPQPPVLAVREPDAARHAWYREARRPTFHALYRALEPVFASGA-———
WLAAGG--AFDEVLAKAPVAAEYTPDAARHAALRER-LEAYRSLYRHVRPLFDPARERLA
GVACGHWRMDELAALAPAATCVVQP---RADAALAQRYARFIDLYGRVRTWFAPKP-—---
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Anexo — 3: Resultado do sequenciamento dos fragmentos upSxylA e downSxylA

A sequéncia consensus obtida através do sequenciamento de cada fragmento (upSxylA (A)
e downSxylA (B)) nos dois sentidos, ou seja utilizando um primer diferente para cada reacdo, foi
alinhada com uma sequéncia referente ao fragmento amplificado no genoma de B. sacchari. Os
alinhamentos foram realizados no NCBI utilizando a ferramenta BLAST. Nos dois casos
observa-se que a identidade é de 100%. A reacdo de sequenciamento ndo consegue amplificar
grandes porc¢des, desta forma somente uma parte da sequéncia de cada fragmento foi utilizada
neste alinhamento (A — 858 de 930pb; B — 884 de 1001pb).

3.1 upSxylA
Score Expect Identities Gaps Strand
1585 bits(858) 0.0 858/858 (100%) 0/858(0%) Plus/Plus

Query 125 GCAGCAGATGCCGCGCCCGGGCATCGGTCACCGCGATCACGCCAACGGGCTTGGGCAGCG 184
Sbjct 1 GCAGCAGATGCCGCGCCCGGGCATCGGTCACCGCGATCACGCCAACGGGCTTGGGCAGCG 60
Query 185 CATGAAGCCACGCGCTCAACTGCTCGATTGCCTGGTTCCAGGACGGTGCACTCGTGGCGA 244
Sbjct 61  CATGAAGCCACGCGCTCAACTGCTCGATTGCCTGGTTCCAGGACGGTGCACTCGTGGCGA 120
Query 245 GGCCGCGATAGATCGGCGCGTCCATATCTTCTGTGTGCGCGAGCGCCTGGAAGGCACGCT 304
Sbjct 121 GGCCGCGATAGATCGGCGCGTCCATATCTTCTGTIGTGCGCGAGCGCCTGGAAGGCACGCT 180
Query 305 CGCGCTCCIGCGCCCAGCGGTTCTCCAGTGCGACGGGCAGGCTGTACATGGCGAGATGCG 364
Sbjct 181 CGCGCTCCTGCGCCCAGCGGTTCTCCAGTGCGACGGGCAGGCTGTACATGGCGAGATGCG 240
Query 365 GCAGCCCCGCGCCGATCAGGTGCGTCCAGGCGAGCGAGACGAGCTTTITGTTIGTCGGTGG 424
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e et r e e e e e e
Sbjct 241 GCAGCCCCGCGCCGATCAGGTGCGTCCAGGCGAGCGAGACGAGCTTTTTGTTGTCGGTGG 300
Query 425 CGATGTAGGGCAGCGCGGTGGGGTACTGGGCGGAGTCTTCGTACGACGAGCCGACCGCCA 484
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 301 CGATGTAGGGCAGCGCGGTGGGGTACTGGGCGGAGTCTTCGTACGACGAGCCGACCGCCA 360
Query 485 CCACGGGAAGCGGTGAACCCTGCAGCGCTTCGGCGACGGCGGGGTCGTCGAAATCGGCGA 544
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 361 CCACGGGAAGCGGTGAACCCTGCAGCGCTTCGGCGACGGCGGGGTCGTCGAAATCGGCGA 420
Query 545 TGATGCCATCGCCTTCGAAGCGCTCGATGCCCGCGAGCCGGCAGCGGAAATCCTCTITCGA 604
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 421 TGATGCCATCGCCTTCGAAGCGCTCGATGCCCGCGAGCCGGCAGCGGARATCCTCTTCGA 480
Query 605 GAAAGAGGTCCCAGGCGACGCGCGTCGAGCGCAGATAGTGGCCAATGCCCGCGATGATCT 664
FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e
Sbjct 481 GAAAGAGGTCCCAGGCGACGCGCGTCGAGCGCAGATAGTGGCCAATGCCCGCGATGATCT 540
Query 665 CGCGGTCGTAAACCTTGTTCGCATTGAAGAGCAGTGCGATGCGGTGCGACGTCTGGGAAG 724

FEErrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e e et e e
Sbjct 541 CGCGGTCGTAAACCTTGITCGCATTGAAGAGCAGTGCGATGCGGTGCGACGTCTGGGAAG 600



Query 725 CGGTGGCGCGGGTCATGGCATGTCGTAGGGGCCTTTTAAGCGTCTGGCTATTCTAGGCCG
Frrrrerrererrrrrerrrr et errer ettt rrr et rr et e e e
Sbjct 601 CGGTGGCGCGGGTCATGGCATGTCGTAGGGGCCTTTTAAGCGTCTGGCTATTCTAGGCCG
Query 785 AGTGTGGGCCGCATGCGCGCGCCGGCGGAGGATGCTGGCAGGAAACGTTATCTGCGTCGC
Frrrrerrerrrrrrrr et et errer ettt ettt e
Sbjct 661 AGTGTGGGCCGCATGCGCGCGCCGGCGGAGGATGCTGGCAGGAAACGTTATCTGCGTCGC
Query 845 GCAATTTCGTAATTGCCGCCCTTCCCACCCCACGGGCAGTATGAGGTCACTTCGACGGGC
CErrrrrrrrrerrerrer ettt e ettt et
Sbjct 721 GCAATTTCGTAATTGCCGCCCTTCCCACCCCACGGGCAGTATGAGGTCACTTCGACGGGC
Query 905 GCTCGCCGCTGCGCCGCAACATAACCGCCCTGCATGGGAGCCGAGCGCAAAGCGCTGAAG
CErerrrerrrerrerrer ettt ettt el
Sbjct 781 GCTCGCCGCTGCGCCGCAACATAACCGCCCTGCATGGGAGCCGAGCGCAAAGCGCTGAAG
Query 965 CGCTCGCTGTGCATCGAC 982
FITEEETEEr el
Sbjct 841 CGCTCGCTGTGCATCGAC 858
3.2 downSxylA
ééare Expect Identities Gaps Strand
1633 bits(884) 0.0 884/884(100%) 0/884(0%) Plus/Plus
Query 44 TGCTACGGGCGCGTAGAAGCGCGTAAGCACCGGCCTGCACAAGAAAGGATGGAGACATGT
FEEErrrrrrrrrrrrrer e ettt e ettt et r el
Sbjct 1 TGCTACGGGCGCGTAGAAGCGCGTAAGCACCGGCCTGCACAAGAAAGGATGGAGACATGT
Query 104 TTATCGGTATCGACCTCGGCACGTCGGGTGTCAAGGCGGTGTTGCTCGAGCGCGCCGGCG
CErrrrrrrrrrrrerr e et ettt ettt et et
Sbjct 61 TTATCGGTATCGACCTCGGCACGTCGGGTGTCAAGGCGGTGTTGCTCGAGCGCGCCGGLG
Query 164 ATGTGATCGCCAGCGCGAGCGCGCCGCTTGCCGTCAGCCGGCCACAGCCGCGCTGGTCCG
CErrrrrrrrrrrrerr et ettt ettt et bt r e
Sbjct 121 ATGTGATCGCCAGCGCGAGCGCGCCGCTTGCCGTCAGCCGGCCACAGCCGCGCTGGTCCG
Query 224 AGCAGGCGCCGGAGGAGTGGTGGCGCGCGACGCGCATCGCGCTGCGCGAGTTGCTCGACG
CErrrrrrrrrrrrerrer ettt ettt bt r el
Sbjct 181 AGCAGGCGCCGGAGGAGTGGTGGCGCGCGACGCGCATCGCGCTGCGCGAGTTGCTCGACG
Query 284 AGGTACGCCGCAATGGCATCGACCCCGCGGGCATCGAGGCGCTCGGCCTTACCGGTCAGA
CErerrrrrrrrrrerr e et ettt e et et et el
Sbjct 241 AGGTACGCCGCAATGGCATCGACCCCGCGGGCATCGAGGCGCTCGGCCTTACCGGTCAGA
Query 344 TGCACGGCGCGACGCTGCTCAACGCGAAGGGTGAGGTGCTGCGCCCCGCGATACTCTGGA
CErrrrrrrr e e et ettt ettt et el
Sbjct 301 TGCACGGCGCGACGCTGCTCAACGCGAAGGGTGAGGTGCTGCGCCCCGCGATACTCTGGA
Query 404 ACGACGGTCGTTCGGATACCGAATGTATCGAGCTGGAGAGGGCCGTGCCCGAACTCCACG
CErrrrrerrrrrrerrer et ettt e et et et
Sbjct 361 ACGACGGTCGTTCGGATACCGAATGTATCGAGCTGGAGAGGGCCGTGCCCGAACTCCACG
Query 464 ACGTGGCGGGCAATCTCGCCATGCCGGGCTTCACGGCACCCAAGCTGCTATGGGTGCGCA
CErrrrrerrrrrrerrer et ettt e et et et
Sbjct 421 ACGTGGCGGGCAATCTCGCCATGCCGGGCTTCACGGCACCCAAGCTGCTATGGGTGCGCA
Query 524 AGCACGAGCCCGAAATTTTCGCGCGCATTGCGCACGTGCTGCTGCCGAAGGATTATCTGC
CErrrrrerrrerrerrerrr et e et e et ettt et r e
Sbjct 481 AGCACGAGCCCGAAATTTTCGCGCGCATTGCGCACGTGCTGCTGCCGAAGGATTATCTGC

784

660

844

720

904

780

964

840

103

60

163

120

223

180

283

240

343

300

403

360

463

420

523

480

583

540
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

584

541

644

601

704

661

764

721

824

781

884

841

GCTGGCTCTTGACGGGCGTGCTCGCGACCGACCCCTCCGATGCCGCGGGAACGCTCTGGC

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrr e et e et et
GCTGGCTCTTGACGGGCGTGCTCGCGACCGACCCCTCCGATGCCGCGGGAACGCTCTGGC

TCGACGTTGCGAAGCGCGACTATAGCGAGGCGCTGCTTTCGGCCTGCGGTCTCACGCGCG

Frrrrrerrrrrrererrrreerrrrr e et e et et e
TCGACGTTGCGAAGCGCGACTATAGCGAGGCGCTGCTTTCGGCCTGCGGTCTCACGCGCG

CACACATGCCCGAGGTTTTCGAGGGCAATGAAGTCACTGGCACGTTGCGTGCGGAACTCG

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e et e e e e e e
CACACATGCCCGAGGTTTTCGAGGGCAATGAAGT CACTGGCACGTTGCGTGCGGAACTCG

CACGCGAGTTCGGACTGCGTGAAATTCCCGTGGTGGCGGGCGGCGGCGATAACGCGGCGG

FEErrrrrrrrr et et et e et e e e e e e e e e e e e e
CACGCGAGTTCGGACTGCGTGAAATTCCCGTGGTGGCGGGCGGCGGCGATAACGCGGCGG

GCGCGGTGGGTGTGGGTATCGTGCGGCCCGGCGACGCAATGCTCTCGCTGGGCACTTCGG

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e e e
GCGCGGTGGGTGTGGGTATCGTGCGGCCCGGCGACGCAATGCTCTCGCTGGGCACTTCGG

GCGTTTATTTCGCGGTCTCGGATGGTTTTCTCGCGAATCCGGAT 927

FEEEEErrrrr et r e et e e e e et
GCGITTATTTCGCGGTCTCGGATGGTTITCTCGCGAATCCGGAT 884

600

703

660

763

720

823

780

883

840

116
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Anexo — 4: Resultado do sequenciamento do cassete upS+downSxylA

A sequéncia consenso obtida através do sequenciamento do cassete upS+downSxylA de
cada fragmento (upSxylA (A) e downSxylA (B)) nos dois sentidos. As sequéncias obtidas foram
alinhadas com uma sequéncia referente ao fragmento amplificado no genoma de B. sacchari. Os
alinhamentos foram realizados no NCBI utilizando a ferramenta BLAST. Nos dois casos
observa-se que a identidade é de 100%. A reagdo de sequenciamento nao consegue amplificar
grandes porc¢des, desta forma somente uma parte da sequéncia de cada fragmento foi utilizada
neste alinhamento (A — 830 de 930pb; B — 877 de 1001pb).

4.1 upSxylA
Score Expect Identities Gaps Strand
1533 bits(830) 0.0 830/830(100%) 0/830(0%) Plus/Plus

Query 142 CGGGCATCGGTCACCGCGATCACGCCAACGGGCTTGGGCAGCGCATGAAGCCACGCGCTC 201

FErrrrerrrrrrerrrrrreerrrrrr e et e et et e
Sbjct 1 CGGGCATCGGTCACCGCGATCACGCCAACGGGCTTGGGCAGCGCATGAAGCCACGCGCTC 60

Query 202 AACTGCTCGATTGCCTGGTTCCAGGACGGTGCACTCGTGGCGAGGCCGCGATAGATCGGC 261

FErrrrerrrrrrerrrrrreer e et et e et
Sbjct 61 AACTGCTCGATTGCCTGGTTCCAGGACGGTGCACTCGTGGCGAGGCCGCGATAGATCGGC 120

Query 262 GCGTCCATATCTTCTGTGTGCGCGAGCGCCTGGAAGGCACGCTCGCGCTCCTGCGCCCAG 321

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e et r e e e e e e
Sbjct 121 GCGTCCATATCTTCTGTGTGCGCGAGCGCCTGGAAGGCACGCTCGCGCTCCTGCGCCCAG 180

Query 322 CGGTTCTCCAGTGCGACGGGCAGGCTGTACATGGCGAGATGCGGCAGCCCCGCGCCGATC 381

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e et r e e e e e e
Sbjct 181 CGGTTCTCCAGTGCGACGGGCAGGCTGTACATGGCGAGATGCGGCAGCCCCGCGCCGATC 240

Query 382 AGGTGCGTCCAGGCGAGCGAGACGAGCTTTTTGTTGTCGGTGGCGATGTAGGGCAGCGCG 441

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 241 AGGTGCGTCCAGGCGAGCGAGACGAGCTTITTGITGTCGGTGGCGATGTAGGGCAGCGCG 300

Query 442 GTGGGGTACTGGGCGGAGTCTTCGTACGACGAGCCGACCGCCACCACGGGAAGCGGTGAA 501

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e e e e e e et r e e e e e e
Sbjct 301 GTGGGGTACTGGGCGGAGTCTTCGTACGACGAGCCGACCGCCACCACGGGAAGCGGTGAA 360

Query 502 CCCTGCAGCGCTTCGGCGACGGCGGGGTCGTCGAAATCGGCGATGATGCCATCGCCTTCG 561

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr et r et
Sbjct 361 CCCTGCAGCGCTTCGGCGACGGCGGGGTCGTCGAAATCGGCGATGATGCCATCGCCTTCG 420

Query 562 AAGCGCTCGATGCCCGCGAGCCGGCAGCGGAAATCCTCTTCGAGAAAGAGGTCCCAGGCG 621

CErrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et et e
Sbjct 421 AAGCGCTCGATGCCCGCGAGCCGGCAGCGGAAATCCTCTTCGAGAAAGAGGTCCCAGGCG 480

Query 622 ACGCGCGTCGAGCGCAGATAGTGGCCAATGCCCGCGATGATCTCGCGGTCGTAAACCTTG 681

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e et et e ey
Sbjct 481 ACGCGCGTCGAGCGCAGATAGTGGCCAATGCCCGCGATGATCTCGCGGTCGTAAACCTTG 540

Query 682 TTCGCATTGAAGAGCAGTGCGATGCGGTGCGACGTCTGGGAAGCGGTGGCGCGGGTCATG 741

CErrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et et e
Sbjct 541 TTCGCATTGAAGAGCAGTGCGATGCGGTGCGACGTCTGGGAAGCGGTGGCGCGGGTCATG 600



Query 742 GCATGTCGTAGGGGCCTTTTAAGCGTCTGGCTATTCTAGGCCGAGTGTGGGCCGCATGCG
Crrrrrrerrrerrerrrerrerrrerrrrrrerr ettt et e
Sbjct 601 GCATGTCGTAGGGGCCTTTTAAGCGTCTGGCTATTCTAGGCCGAGTGTGGGCCGCATGCG
Query 802 CGCGCCGGCGGAGGATGCTGGCAGGAAACGTTATCTGCGTCGCGCAATTTCGTAATTGCC
Crrerrrerrrerrerreerrerrrerr et et r ettt
Sbjct 661 CGCGCCGGCGGAGGATGCTGGCAGGAAACGTTATCTGCGTCGCGCAATTTCGTAATTGCC
Query 862 GCCCTTCCCACCCCACGGGCAGTATGAGGTCACTTCGACGGGCGCTCGCCGCTGCGCCGL
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrr ettt
Sbjct 721 GCCCTTCCCACCCCACGGGCAGTATGAGGTCACTTCGACGGGCGCTCGCCGCTGCGCCGL
Query 922 AACATAACCGCCCTGCATGGGAGCCGAGCGCAAAGCGCTGAAGCGCTCGC 971
FEEErrrrrrrrr e et e et et et et
Sbjct 781 AACATAACCGCCCTGCATGGGAGCCGAGCGCAAAGCGCTGAAGCGCTCGC 830
4.2 downSxylA
Score Expect Identities Gaps Strand
1620 bits(877) 0.0 877/877(100%) 0/877(0%) Plus/Plus
Query 51 GGCGCGTAGAAGCGCGTAAGCACCGGCCTGCACAAGAAAGGATGGAGACATGTTTATCGG
Crrrrrrerrrerrerreerr e e et e et et e e
Sbjct 1 GGCGCGTAGAAGCGCGTAAGCACCGGCCTGCACAAGAAAGGATGGAGACATGTTTATCGG
Query 111 TATCGACCTCGGCACGTCGGGTGTCAAGGCGGTGTTGCTCGAGCGCGCCGGCGATGTGAT
Crrrrrrerrrerrerrerrrerrrerr et ettt et e
Sbjct 61 TATCGACCTCGGCACGTCGGGTGTCAAGGCGGTGTTGCTCGAGCGCGCCGGCGATGTGAT
Query 171 CGCCAGCGCGAGCGCGCCGCTTGCCGTCAGCCGGCCACAGCCGCGCTGGTCCGAGCAGGC
FErrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e e et e e et e
Sbjct 121 CGCCAGCGCGAGCGCGCCGCTTGCCGTCAGCCGGCCACAGCCGCGCTGGTCCGAGCAGGC
Query 231 GCCGGAGGAGTGGTGGCGCGCGACGCGCATCGCGCTGCGCGAGTTGCTCGACGAGGTACG
FEErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et et r et et e
Sbjct 181 GCCGGAGGAGTGGTGGCGCGCGACGCGCATCGCGCTGCGCGAGTTGCTCGACGAGGTACG
Query 291 CCGCAATGGCATCGACCCCGCGGGCATCGAGGCGCTCGGCCTTACCGGTCAGATGCACGG
FEErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et r et e et et
Sbjct 241 CCGCAATGGCATCGACCCCGCGGGCATCGAGGCGCTCGGCCTTACCGGTCAGATGCACGG
Query 351 CGCGACGCTGCTCAACGCGAAGGGTGAGGTGCTGCGCCCCGCGATACTCTGGAACGACGG
FEErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et et r et et e
Sbjct 301 CGCGACGCTGCTCAACGCGAAGGGTGAGGTGCTGCGCCCCGCGATACTCTGGAACGACGG
Query 411 TCGTTCGGATACCGAATGTATCGAGCTGGAGAGGGCCGTGCCCGAACTCCACGACGTGGC
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e et e et r et e
Sbjct 361 TCGTTCGGATACCGAATGTATCGAGCTGGAGAGGGCCGTGCCCGAACTCCACGACGTGGC
Query 471 GGGCAATCTCGCCATGCCGGGCTTCACGGCACCCAAGCTGCTATGGGTGCGCAAGCACGA
FEErrrrrrrrrrerrrrrrerr e et r et et e
Sbjct 421 GGGCAATCTCGCCATGCCGGGCTTCACGGCACCCAAGCTGCTATGGGTGCGCAAGCACGA
Query 531 GCCCGAAATTTTCGCGCGCATTGCGCACGTGCTGCTGCCGAAGGATTATCTGCGCTGGCT
FEErrrrrrrrrrerrrrrrerr e et r et et e
Sbjct 481 GCCCGAAATTTTCGCGCGCATTGCGCACGTGCTGCTGCCGAAGGATTATCTGCGCTGGCT
Query 591 CTTGACGGGCGTGCTCGCGACCGACCCCTCCGATGCCGCGGGAACGCTCTGGCTCGACGT
FEErrrrrrrrrrerrrrrr e et e et r et e
Sbjct 541 CTTGACGGGCGTGCTCGCGACCGACCCCTCCGATGCCGCGGGAACGCTCTGGCTCGACGT

801

660

861

720

921

780

110

60

170

120

230

180

290

240

350

300

410

360

470

420

530

480

590

540

650

118



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

651

601

711

661

771

721

831

781

841

TGCGAAGCGCGACTATAGCGAGGCGCTGCTTTCGGCCTGCGGTCTCACGCGCGCACACAT

A
TGCGAAGCGCGACTATAGCGAGGCGCTGCTTTCGGCCTGCGGTCTCACGCGCGCACACAT

GCCCGAGGTTTTCGAGGGCAATGAAGTCACTGGCACGTTGCGTGCGGAACTCGCACGCGA

Frrrrrrrrrrrrererrrrerrrrrr e et e et e e
GCCCGAGGTTTTCGAGGGCAATGAAGTCACTGGCACGTTGCGTGCGGAACTCGCACGCGA

GTTCGGACTGCGTGAAATTCCCGTGGTGGCGGGCGGCGGCGATAACGCGGCGGGCGCGGT

FErrrrrrrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e e e e e
GTTCGGACTGCGTGAAATTCCCGTGGTGGCGGGCGGCGGCGATAACGCGGCGGGCGCGGT

GGGTGTGGGTATCGTGCGGCCCGGCGACGCAATGCTCTCGCTGGGCACTTCGGGCGTTTA

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e err e e e e e e e e e
GGGTIGTGGGTATCGTGCGGCCCGGCGACGCAATGCTCTCGCTGGGCACTTCGGGCGTTTA

TTTCGCGGTCTCGGATGGTTTTCTCGCGAATCCGGAT 927

FEEEEEEr et et e e e e
TTTCGCGGTCTCGGATGGTTTTCTCGCGAATCCGGAT 877

710

660

770

720

830

780

890

840

119
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Média
Exposicdo UV | Dilui¢cdes Contagens/100uL dilui¢éo Contagens Sobreviventes

(s) (0,1mL) (UFC) (UFC) (UFC/mL)
0 (10°% | 270 | 273 | 377 3.07E+02  |3.07E+09

(107 29 | 40 38 3.57E+01  |3.57E+09

(10 2 6 9 5.67E+00 | 5.67E+09 | 4.10E+09
1 (10% | 283 | 311 | 200 2.65E+02 | 2.65E+09

(107" 31 | 24 16 2.37E+01 | 2.37E+09

(10 0 6 1 2.33E+00 | 2.33E+09 | 2.45E+09
2 (10°%) | 346 | 274 | 216 2.79E+02 | 2.79E+09

(10" 3 | 34 41 3.67E+01 | 3.67E+09

(10°®) 2 1 1 1.33E+00 | 1.33E+09 | 2.60E+09
3 (10°) [2108| 2441 | 2492 2.35E+03 | 2.35E+09

(10°% | 255 | 273 | 190 2.39E+02 | 2.39E+09

(107) 16 | 18 24 1.93E+01  |1.93E+09 | 2.22E+09
4 (10°) 1894 | 2225 | 2187 2.10E+03  |2.10E+09

(10% [ 191 | 199 | 169 1.86E+02  |1.86E+09

(107 8 12 13 1.10E+01 1.10E+09 | 1.69E+09
5 (10°) [1697| 1983 | 1831 1.84E+03 | 1.84E+09

(10% | 164 | 193 | 195 1.84E+02 | 1.84E+09

(107 13 7 1 7.00E+00 | 7.00E+08 | 1.46E+09
6 (10°) 1482 1558 | 1437 | 1462 | 1793 1.55E+03 | 1.55E+09

(10% | 169 | 149 | 152 | 120 | 174 1.53E+02  |1.53E+09

(107 3 3 3 6 6 4.20E+00 | 4.20E+08|1.16E+09
7 (10°) 1256 1392 | 1064 | 1120 | 1163 1.20E+03 | 1.20E+09

(10% [122 | 98 | 106 | 100 | 70 9.92E+01  |9.92E+08

(107 0 1 1 3 0 1.00E+00  |1.00E+08 | 7.64E+08
8 (10°) [1723] 1449 | 1164 1.45E+03 | 1.45E+09

(10% 70 | 91 87 8.27E+01  |8.27E+08

(107 1 0 0 3.33E-01 3.33E+07 | 4.30E+08
10 (10" | INC | INC | INC

(10°) | 400 | 396 | 368 3.88E+02  |3.88E+08

(10°%) 51 | 34 46 437E+01  |4.37E+08 | 4.12E+08
15 (10°% | INC | INC | INC

(10" | 376 | 260 | 610 4.15E+02 | 4.15E+07

(10?) 39 | 83 75 6.57E+01 | 6.57E+07 | 5.36E+07
20 (10%) | 2073 1825 | 2200 2.03E+03 | 2.03E+06

(10°% | 456 | 210 | 218 2.95E+02 | 2.95E+06

(10 40 | 23 20 2.77E+01 | 2.77E+06 | 2.58E+06
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Anexo — 6: Resultado do sequenciamento dos genes xylAgse xylAg.

As sequéncias consenso foram obtidas através do sequenciamento dos genes xylAgs e
XylAg: nos dois sentidos. Essas sequéncias foram alinhadas com as sequéncias referente ao gene
xylA de B. sacchari ou B. cenocepacia obtidas no draft do genoma ou no NCBI, respectivamente.
Os alinhamentos foram realizados no NCBI utilizando a ferramenta BLAST. Nos dois casos
observa-se que a identidade é de 100%. A reacdo de sequenciamento ndo consegue amplificar
grandes porc¢oes, desta forma somente uma parte da sequéncia de cada fragmento foi utilizada
neste alinhamento (A — 1231 de 1323pb; B — 1268 de 1323pb).

6.1 xylAgs

Score Expect Identities Gaps Strand

2274 bits(1231) 0.0 1231/1231(100%) 0/1231(0%) Plus/Plus

Query 49 TCGGACAATCCGCTTGCTTACCGTCACTACGATCGCACGAAGAAGGTGCTCGGCAAGACG 108
Frrrrrrrerrrrrrrererrrrrrrrrr e e et e e e e e e

Sbjct 1 TCGGACAATCCGCTTGCTTACCGTCACTACGATCGCACGAAGAAGGTGCTCGGCAAGACG 60

Query 109 CTGGAGGAGCACCTGCGCATTGCCGTGTGCTACTGGCATACGCTGGTGTGGCCAGGCGTC 168
Sbjct 61 CTGGAGGAGCACCTGCGCATTGCCGTGTGCTACTGGCATACGCTGGTGTGGCCAGGCGTC 120

Query 169 GACATCTTCGGCCAGGGCACCTTTCACCGTCCGTGGCAGCAGCCTGGCGACGCGATGGAG 228

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrr e e e et e e e e e e e
Sbjct 121  GACATCTTCGGCCAGGGCACCTTTCACCGTCCGTGGCAGCAGCCTGGCGACGCGATGGAG 180

Query 229 CGGGCGCGCCAGAAGGCCGACGCGGCGTTCGAGTTCTTCACGAAACTCAATGTGCCGTTC 288

Ferrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerr e e et e e e e
Sbjct 181 CGGGCGCGCCAGAAGGCCGACGCGGCGTTCGAGTTCTTCACGAAACTCAATGTGCCGTTC 240

Query 289 TACACATTCCACGACACCGACGTCGCGCCCGAGGGCCGTGACCTGAAGGACTACAAGGAG 348

Frrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 241  TACACATTCCACGACACCGACGTCGCGCCCGAGGGCCGTGACCTGAAGGACTACAAGGAG 300

Query 349 AACTTCGCGCGGATGGTGGATTACCTCGGCGAAAAGCAGCAGGCGAGCGGTATGAAGCTG 408

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 301  AACTTCGCGCGGATGGTGGATTACCTCGGCGAAAAGCAGCAGGCGAGCGGTATGAAGCTG 360

Query 409 TTGTGGGGTACGGCCAATCTGTTCTCGCATCCGCGTTACGCGGGCGGCGCGGCCACTAGT 468

Frrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e e
Sbjct 361 TTGTGGGGTACGGCCAATCTGTTCTCGCATCCGCGTTACGCGGGCGGCGCGGCCACTAGT 420

Query 469 CCGAATCCCGAGGTCTTTGCTTATGCGGCGACTCAGGTATGTCATGCGCTGGATGCCACG 528

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 421  CCGAATCCCGAGGTICTTTGCTTATGCGGCGACTCAGGTATGTCATGCGCTGGATGCCACG 480

Query 529 CAAAAGCTCGGCGGCGAAAACTACGTGCTCTGGGGCGGCCGCGAAGGCTACGACACGCTG 588

Ferrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e et r e e e e e
Sbjct 481 CAAAAGCTCGGCGGCGAAAACTACGTGCTCTGGGGCGGCCGCGAAGGCTACGACACGCTG 540

Query 589 TTGAACACCGATCTCGTGCGCGAACGCGAGCAGTTCGCGCGTTTTCTCGCGATGGTGGTC 648

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 541  TTGAACACCGATCTCGTGCGCGAACGCGAGCAGTTCGCGCGTTTTCTCGCGATGGTGGTC 600



GAGCACAAGGAGCGCATCGGCTTCAAGGGCGCGCTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAG

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer et e e e e e
GAGCACAAGGAGCGCATCGGCTTCAAGGGCGCGCTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAG

CCCACCAAGCACCAGTACGATTACGACGTCGCGACGGTTCATGGATTCCTGACGCAATAC

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer et e e e e e
CCCACCAAGCACCAGTACGATTACGACGTCGCGACGGTTCATGGATTCCTGACGCAATAC

GGACTGCAGAACGAAATTCGCGTCAACATCGAGGCGAATCACGCTACGCTCGCGGGGCAT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerr e e e e e e e e
GGACTGCAGAACGAAATTCGCGTCAACATCGAGGCGAATCACGCTACGCTCGCGGGGCAT

TCGTTCCATCACGAGATCGCGATGGCGCACGCGCTGGGCGTGTTCGGCAGCGTGGACGCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TCGTTCCATCACGAGATCGCGATGGCGCACGCGCTGGGCGTGTTCGGCAGCGTGGACGCC

AACCGCGGAGATCCCCAGAACGGCTGGGACACCGATCAGTTTCCGAATAGCGTGGAGGAG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AACCGCGGAGATCCCCAGAACGGCTGGGACACCGATCAGTTTCCGAATAGCGTGGAGGAG

CTCACGCTGGCGTTCTACGAGATCTTGCGGCACGGCGGCTTCACCACCGGCGGCATGAAT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CTCACGCTGGCGTTCTACGAGATCTTGCGGCACGGCGGCTTCACCACCGGCGGCATGAAT

TTCGACGCGAAGGTGCGGCGTCAAAGCGTGGACCCCGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e et e e e e e e e
TTCGACGCGAAGGTGCGGCGTCAAAGCGTGGACCCCGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTT

GGTGCGATCGACGTGCTCGCCCTCGCGCTCGAGCGTGCCGCGGTACTGGTGGAGAACGAT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGTGCGATCGACGTGCTCGCCCTCGCGCTCGAGCGTGCCGCGGTACTGGTGGAGAACGAT

AGGCTCCAGCAGTTCAAACAGCAGCGCTATGCGGGCTGGGACACCGAGTTCGGCCGCAAG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
AGGCTCCAGCAGTTCAAACAGCAGCGCTATGCGGGCTGGGACACCGAGTTCGGCCGCAAG

ATTCTTGCCGGCGGTTATGCGCTTTCGTCGCTGGCCGCGGATGCCGCCGCTCGTGGCCTC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e
ATTCTTGCCGGCGGTTATGCGCTTTCGTCGCTGGCCGCGGATGCCGCCGCTCGTGGCCTC

AATCCCCAGCATGCGAGCGGCCAGCAGGAGC 1279

R
AATCCCCAGCATGCGAGCGGCCAGCAGGAGC 1231

Expect Identities Gaps Strand

2342 bits(1268) 0.0 1268/1268(100%) 0/1268(0%) Plus/Plus

Query 649
Sbjct 601
Query 709
Sbjct 661
Query 769
Sbjct 721
Query 829
Sbjct 781
Query 889
Sbjct 841
Query 949
Sbjct 901
Query 1009
Sbjct 961
Query 1069
Sbjct 1021
Query 1129
Sbjct 1081
Query 1189
Sbjct 1141
Query 1249
Sbjct 1201
6.2 xylAgc
Score

Query 18
Sbjct 1
Query 78
Sbjct 61
Query 138
Sbjct 121

TATTCCCGCGATTCGCTACGAAGGCCCGCAGTCGGACAACCCGCTCGCGTATCACCATTA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
TATTCCCGCGATTCGCTACGAAGGCCCGCAGTCGGACAACCCGCTCGCGTATCACCATTA

CGACCCCGACAAGCGCGTGCTGGGCAAGACGCTCGCCGAGCATCTGCGGATCGCGGTCTG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
CGACCCCGACAAGCGCGTGCTGGGCAAGACGCTCGCCGAGCATCTGCGGATCGCGGTCTG

CTACTGGCACACGTTCGTGTGGCCCGGTCACGACATCTTCGGGCAGGCCGCGTTCCGGCG

FErrrrrrrerrrrrrerr et rrr e e e e e e e e e e e
CTACTGGCACACGTTCGTGTGGCCCGGTCACGACATCTTCGGGCAGGCCGCGTTCCGGCG

708

660

720

828

780

888

840

948

900

1008

960

1068

1020

1128

1080

1188

1140

1248

1200

60

137

120

180

122



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

181

258

241

318

301

378

361

438

421

481

558

541

618

601

678

661

738

721

781

858

841

918

901

978

961

1038

1021

GCCGTGGCAGCAGCCGGGCGATGCGCTCGAGCGGGCGCGGATGAAGGCGGATGCGGCGTT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerrrrrrrrrr e e e e e e e
GCCGTGGCAGCAGCCGGGCGATGCGCTCGAGCGGGCGCGGATGAAGGCGGATGCGGCGTT

CGAATTCTTCACGAAGCTCGGTACGCCGTTCTATACGTTCCACGACACCGACGTCGCGCC

Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrr e ettt e e e e e e
CGAATTCTTCACGAAGCTCGGTACGCCGTTCTATACGTTCCACGACACCGACGTCGCGCC

GGAAGGCGACAGCCTGCGCGAATACGCGGCCAACTTCGCGCGGATGGTCGACTATCTCGG

N
GGAAGGCGACAGCCTGCGCGAATACGCGGCCAACTTCGCGCGGATGGTCGACTATCTCGG

CGAGCGCCAGCAGGCAAGCGGCGTGCGGCTGCTGTGGGGCACCGCGAACCTGTTCTCGCA

N
CGAGCGCCAGCAGGCAAGCGGCGTGCGGCTGCTGTGGGGCACCGCGAACCTGTTCTCGCA

TCCGCGCTTCGCGGCCGGCGCCGCGACGAACCCGAACCCCGACGTGTTCGCGTGGGCCGC

Frrrrrrrrrrrerrrrrrer et e et et r e e e
TCCGCGCTTCGCGGCCGGCGCCGCGACGAACCCGAACCCCGACGTGTTCGCGTGGGCCGL

GACCCAGGTATGCCATGCACTCGACGCGACCCATCGCCTCGGCGGTGAAAACTACGTGCT

FEEEEEEEEE e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrer e
GACCCAGGTATGCCATGCACTCGACGCGACCCATCGCCTCGGCGGTGAAAACTACGTGCT

GTGGGGCGGGCGGGAAGGATACGAGACGCTGCTCAATACCGACCTGAAGCGCGAGCGCGA

FEEEEEEEEE R e e e rrrrrrrrrrrrrrrrr e
GTGGGGCGGGCGGGAAGGATACGAGACGCTGCTCAATACCGACCTGAAGCGCGAGCGCGA

CCAGTTCGCCCGCTTCCTGTCGATGGTCGTCGAGCACAAGCACCGGATCGGCTTCAAGGG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CCAGTTCGCCCGCTTCCTGTCGATGGTCGTCGAGCACAAGCACCGGATCGGCTTCAAGGG

CGCGCTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAGCCGACCAAGCACCAGTACGACTACGACGT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CGCGCTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAGCCGACCAAGCACCAGTACGACTACGACGT

CGCGACCGTGCACGGCTTTCTCGTGCAGTACGGACTGCAGAACGAGATTCGCGTGAACAT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CGCGACCGTGCACGGCTTTCTCGTGCAGTACGGACTGCAGAACGAGATTCGCGTGAACAT

CGAGGCGAACCACGCGACGCTCGCCGGTCACTCGTTCCATCACGAGATCGCGAACGCGTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CGAGGCGAACCACGCGACGCTCGCCGGTCACTCGTTCCATCACGAGATCGCGAACGCGTT

CGCGCTCGGCGTGTTCGGCAGCGTCGACGCGAACCGCGGCGACCCGCAGAACGGCTGGGA

FErrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e
CGCGCTCGGCGTGTTCGGCAGCGTCGACGCGAACCGCGGCGACCCGCAGAACGGCTGGGA

CACCGACCAGTTCCCGAACAGCGTCGAGGAACTGACGCTCGCGTTCTACGAGATCCTGCG

FErrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e
CACCGACCAGTTCCCGAACAGCGTCGAGGAACTGACGCTCGCGTTCTACGAGATCCTGCG

TCACGGCGGTTTCACGACCGGCGGGATGAACTTCGACGCGAAGGTGCGCCGCCAGAGCAT

FErrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e
TCACGGCGGTTTCACGACCGGCGGGATGAACTTCGACGCGAAGGTGCGCCGCCAGAGCAT

CGATCCGGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTCGGCGCGATCGACGTGCTCGCGCTCGCGCT

N
CGATCCGGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTCGGCGCGATCGACGTGCTCGCGCTCGCGCT

257

240

317

300

377

360

437

420

480

557

540

617

600

677

660

737

720

780

857

840

917

900

9717

960

1037

1020

1097

1080

123



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1098

1081

1158

1141

1218

1201

1278

1261

CGAACGCGCGGCGGTGCTGGTCGAGAACGACCGGCTCGACGCGCTGCGCCGGCAGCGTTA

FEEEEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrr e
CGAACGCGCGGCGGTGCTGGTCGAGAACGACCGGCTCGACGCGCTGCGCCGGCAGCGTTA

TGCGCAATGGGACGACGCGTTCGGCCGCAAGATCCTGGCGGGCGGCTATACGCTGGAGTC

FEEEEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrr e
TGCGCAATGGGACGACGCGTTCGGCCGCAAGATCCTGGCGGGCGGCTATACGCTGGAGTC

GCTCGCGGCCGACGCGCTCGCGCGCGGCGTGGACCCGCAACATGCGAGCGGCGCGCAGGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerr e e e e e e e e
GCTCGCGGCCGACGCGCTCGCGCGCGGCGTGGACCCGCAACATGCGAGCGGCGCGCAGGA

GCGGCTCG 1285

FEEETET
GCGGCTCG 1268

1157

1140

1217

1200

1277

1260

124
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Anexo — 7: Produtos fornecidos pela empresa GenOne
7.1 xylA*

Tatl

Scal BamHI

BbvClI
BpulOl

Bcll

Sphl
Eco47Il
BmgBI
Alel
Bbsl
SgrAl
Bglll
Eco53kI
Sacl

f1 origin

Ampcillin

GS55638 pBSK-xylA

1000

__3000 4234 bps

Bsml
Pstl

pUC origin

-
AlwNI Notl

Ascl++

Sapl

Alinhamento realizado no NCBI utilizando a ferramenta BLAST da sequéncia do gene xylA*
original e do sequenciamento da sequéncia clonada no vetor pBSK. Observa-se que a identidade

é de 100%.

Score Expect Identities Gaps Strand
2538 bits (1374) 0.0 1374/1374(100%) 0/1374(0%) Plus/Plus
Query 1 TCAGTTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGTCGTATTTCGAAGCTATT 60
FEErrerrrrrrerrrrrrer et e et et e e
Sbjct 1 TCAGTTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGTCGTATTTCGAAGCTATT 60
Query 61 CCTCCGATCCGCTATGACGGTCCGCAATCGGACAATCCGCTTGCTTACCGTCACTACGAT 120

Frrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 61 CCTCCGATCCGCTATGACGGTCCGCAATCGGACAATCCGCTTGCTTACCGTCACTACGAT 120



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

CGCACGAAGAAGGTGCTCGGCAAGACGCTGGAGGAGCACCTGCGCATTGCCGTGTGCTAC

[
CGCACGAAGAAGGTGCTCGGCAAGACGCTGGAGGAGCACCTGCGCATTGCCGTGTGCTAC

TGGCATACGCTGGTGTGGCCAGGCGTCGACATCTTCGGCCAGGGCACCTTTCACCGTCCG

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer et e et e e e
TGGCATACGCTGGTGTGGCCAGGCGTCGACATCTTCGGCCAGGGCACCTTTCACCGTCCG

TGGCAGCAGCCTGGCGACGCGATGGAGCGGGCGCGCCAGAAGGCCGACGCGGCGTTCGAG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerr e e e e e e e e
TGGCAGCAGCCTGGCGACGCGATGGAGCGGGCGCGCCAGAAGGCCGACGCGGCGTTCGAG

TTCTTCACGAAACTCAATGTGCCGTTCTACACATTCCACGACACCGACGTCGCGCCCGAG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TTCTTCACGAAACTCAATGTGCCGTTCTACACATTCCACGACACCGACGTCGCGCCCGAG

GGCCGTGACCTGGGCGACTACAAGGAGAACTTCGCGCGGATGGTGGATTACCTCGGCGAC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGCCGTGACCTGGGCGACTACAAGGAGAACTTCGCGCGGATGGTGGATTACCTCGGCGAC

AAGCAGCAGGCGAGCGGTATGAAGCTGTTGTGGGGTTCGGCCAATCTGTTCTCGCATCCG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AAGCAGCAGGCGAGCGGTATGAAGCTGTTGTGGGGTTCGGCCAATCTGTTCTCGCATCCG

CGTTACGCGGGCGGCGCGGCCACTAGTCCGAATCCCGAGGTCTTTGCTTATGCGGCGACT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e et e e e e e e e
CGTTACGCGGGCGGCGCGGCCACTAGTCCGAATCCCGAGGTCTTTGCTTATGCGGCGACT

CAGGTATGTCATGCGCTGGATACGACGCAAAAGCTCGGCGGCGAAAACTACGTGCTCTGG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CAGGTATGTCATGCGCTGGATACGACGCAAAAGCTCGGCGGCGAAARACTACGTGCTCTGG

GGCGGCCGCGAAGGCTACGACACGCTGTTGAACACCGATCTCGTGCGCGAACGCGAGCAG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GGCGGCCGCGAAGGCTACGACACGCTGTTGAACACCGATCTCGTGCGCGAACGCGAGCAG

TTCGCGCGTTTTCTCGCGATGGTGGTCGAGCACAAGGAGCGCATCGGCTTCAAGGGCGCG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
TTCGCGCGTTTTCTCGCGATGGTGGTCGAGCACAAGGAGCGCATCGGCTTCAAGGGCGCG

CTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAGCCCACCAAGCACCAGTACGATTACGACGTCGCG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CTGCTGATCGAGCCGAAGCCGCAGGAGCCCACCAAGCACCAGTACGATTACGACGTCGCG

ACGGTTCATGGATTCCTGACGCAATACGGACTGCAGAACGAAATTCGCGTCAACATCGAG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
ACGGTTCATGGATTCCTGACGCAATACGGACTGCAGAACGAAATTCGCGTCAACATCGAG

GCGAATCACGCTACGCTCGCGGGGCATTCGTTCCATCACGAGATCGCGATGGCGCACGCG

Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e et e e e e e
GCGAATCACGCTACGCTCGCGGGGCATTCGTTCCATCACGAGATCGCGATGGCGCACGCG

CTGGGCGTGTTCGGCAGCGTGGACGCCAACCGCGGAGATCCCCAGAACGGCTGGGACACC

Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e et e e e e e
CTGGGCGTGTTCGGCAGCGTGGACGCCAACCGCGGAGATCCCCAGAACGGCTGGGACACC

GATCAGTTTCCGAATAGCGTGGAGGAGCTCACGCTGGCGTTCTACGAGATCTTGCGGCAC

N
GATCAGTTTCCGAATAGCGTGGAGGAGCTCACGCTGGCGTTCTACGAGATCTTGCGGCAC

GGCGGCTTCACCACCGGCGGCATGAATTTCGACGCGAAGGTGCGGCGTCAAAGCGTGGAC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e
GGCGGCTTCACCACCGGCGGCATGAATTTCGACGCGAAGGTGCGGCGTCAAAGCGTGGAC

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540

600

600

660

660

720

720

780

780

840

840

900

900

960

960

1020

1020

1080

1080

126



Query 1081 CCCGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTTGGTGCGATCGACGTGCTCGCCCTCGCGCTCGAG 1140
Frrerrerrrerrrerrerrrerrrrrr e e e e et e r e
Sbjct 1081 CCCGAAGACCTGTTCTACGGCCACGTTGGTGCGATCGACGTGCTCGCCCTCGCGCTCGAG 1140
Query 1141 CGTGCCGCGGTACTGGTGGAGAACGATAGGCTCCAGCAGTTCAAACAGCAGCGCTATGCG 1200
Frrerrrrrrerrrerrerrrerrerrr e rrrr e et e e e e
Sbjct 1141 CGTGCCGCGGTACTGGTGGAGAACGATAGGCTCCAGCAGTTCAAACAGCAGCGCTATGCG 1200
Query 1201 GGCTGGGACACCGAGTTCGGCCGCAAGATTCTTGCCGGCGGTTATGCGCTTTCGTCGCTG 1260
FEErrerrrrrrerrrrrr e e et et e et
Sbjct 1201 GGCTGGGACACCGAGTTCGGCCGCAAGATTCTTGCCGGCGGTTATGCGCTTTCGTCGCTG 1260
Query 1261 GCCGCGGATGCCGCCGCTCGTGGCCTCAATCCCCAGCATGCGAGCGGCCAGCAGGAGCGLC 1320
FEErrerrrrrrerrrrrr e e et et e et
Sbjct 1261 GCCGCGGATGCCGCCGCTCGTGGCCTCAATCCCCAGCATGCGAGCGGCCAGCAGGAGCGC 1320
Query 1321 CTCGAAAACGTGATCAACCAGGCGATTTACGGCCAACGCTGAGGATCCTAGACG 1374
FEETrErrrrrr e ettt ettt et
Sbjct 1321 CTCGAAAACGTGATCAACCAGGCGATTTACGGCCAACGCTGAGGATCCTAGACG 1374
7.2 xylAgp
BciVl BamHI
PspOMI
Ahdl
Bsal
Asel
GS56620-1 pClpneEZ-NRS-Blunt-Amp-xylA_B.phymatum_STM815
2500
bla 3248 bps 1000
=~ Shfl
2000 XylA_B.phymatum_STM815 Pstl
Tsol Y Mscl
1500
Tatl \
Scal Pwll
Notl
BsiWI
Bpulol vanoll |§ma|
PshAl Alel Xmal
Nspl

Rsrll

Pcil

127
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Alinhamento realizado no NCBI utilizando a ferramenta BLAST da sequéncia do gene xylAg,
original e do sequenciamento da sequéncia clonada no vetor pCloneEZ-NRS. Observa-se que a
identidade € de 100%.

Score Expect Identities Gaps Strand

2543 bits(1377) 0.0 1377/1377(100%) 0/1377(0%) Plus/Plus

Query 1 TCGAGTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGAGCTACTTCGAACACCTC 60
Frrerrrrrrerrrerrerrrerrerrr e rrrr e et e e e e

Sbjct 1 TCGAGTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGAGCTACTTCGAACACCTC 60

Query 61 CCCGCGGTCCGCTATGAAGGCCCCCAGACGGACAACCCGTTCGCGTATCGCCACTATGAC 120
FEErrerrrrrrerrrrrr e e et et e et

Sbjct 61 CCCGCGGTCCGCTATGAAGGCCCCCAGACGGACAACCCGTTCGCGTATCGCCACTATGAC 120

Query 121 AAGGACAAGCTCGTCCTGGGCAAGCGGATGGAAGACCACCTCCGGGTCGCGGTGTGCTAC 180

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 121  AAGGACAAGCTCGTCCTGGGCAAGCGGATGGAAGACCACCTCCGGGTCGCGGIGTGCTAC 180

Query 181 TGGCACACCTTCGTGTGGCCGGGCGCGGACATGTTCGGCCCGGGCACCTTCGAGCGCCCC 240

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e et e e e e e e e
Sbjct 181  TGGCACACCTTCGTGTGGCCGGGCGCGGACATGTTCGGCCCGGGCACCTTCGAGCGCCCC 240

Query 241 TGGCACCACGCGGGCGACGCCCTCGAAATGGCCCACGCCAAGGCGGACCACGCCTTCGAG 300

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 241  TGGCACCACGCGGGCGACGCCCTCGAAATGGCCCACGCCAAGGCGGACCACGCCTTCGAG 300

Query 301 CTGTTCTCGAAGCTCGGCACCCCGTTCTACACGTTCCACGACCTGGACGTCGCCCCCGAG 360

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
Sbjct 301  CIGTTCTCGAAGCTCGGCACCCCGITCTACACGTTCCACGACCTGGACGTCGCCCCCGAG 360

Query 361 GGCGACTCGATCAAGTCGTACGTGAACAACTTCAAGGCGATGACCGACGTGCTGGCGCGC 420

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 361  GGCGACTCGATCAAGTCGTACGTGAACAACTTCAAGGCGATGACCGACGTGCTGGCGCGC 420

Query 421 AAGCAGGAACAGACGGGCATCAAGCTGCTCTGGGGCACGGCGAACCTCTTCAGCCACCCC 480

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 421  AAGCAGGAACAGACGGGCATCAAGCTGCTCTGGGGCACGGCGAACCTCTTCAGCCACCCC 480

Query 481 CGTTATGCGGCCGGCGCGGCCACGAACCCGAACCCGGACGTGTTCGCCTTCGCCGCGACC 540

N
Sbjct 481 CGTTATGCGGCCGGCGCGGCCACGAACCCGAACCCGGACGTGTTCGCCTTCGCCGCGACC 540

Query 541 CAGGTGCTGAACGCGCTGGAGGCGACCCAGCGCCTCGGCGGCGCCAACTACGTGCTCTGG 600

Ferrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e et r e e e e e
Sbjct 541 CAGGTGCTGAACGCGCTGGAGGCGACCCAGCGCCTCGGCGGCGCCAACTACGTGCTCTGG 600

Query 601 GGCGGCCGCGAGGGCTACGAGACGCTCCTGAACACGGACCTCAAGCGCGAGCGCGAACAG 660

Ferrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e et r e e e e e
Sbjct 601 GGCGGCCGCGAGGGCTACGAGACGCTCCTGAACACGGACCTCAAGCGCGAGCGCGAACAG 660

Query 661 CTGGGCCGCTTCATGTCGATGGTGGTCGAGCACAAGCACAAGACGGGCTTCAAGGGCGCG 720

Frrrrrrrrerrerrrrrrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 661  CIGGGCCGCTTCATGTCGATGGTGGTCGAGCACAAGCACAAGACGGGCTTCAAGGGCGCG 720

Query 721 CTGCTCATCGAACCGAAGCCCCAGGAGCCGACGAAGCACCAGTATGACTACGACGTGGCC 780

Frrrrerreerrerrrerrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e
Sbjct 721  CTGCTCATCGAACCGAAGCCCCAGGAGCCGACGAAGCACCAGTATGACTACGACGTIGGCC 780



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

ACGGTGCACGGCTTCCTCACCCAGTTCGGCCTGCAGGACGAAATCCGCGTGAACATCGAG

FEEEEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrr e
ACGGTGCACGGCTTCCTCACCCAGTTCGGCCTGCAGGACGAAATCCGCGTGAACATCGAG

GCGAACCACGCGACCCTCGCCGGCCACTCGTTCCACCACGAAATCGCGAACGCCTTCGCG

N
GCGAACCACGCGACCCTCGCCGGCCACTCGTTCCACCACGAAATCGCGAACGCCTTCGCG

CTCGGCATCTTCGGCAGCGTGGACGCGAACCGCGGCGACGCCCAGAACGGCTGGGACACG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e e
CTCGGCATCTTCGGCAGCGTGGACGCGAACCGCGGCGACGCCCAGAACGGCTGGGACACG

GACCAGTTCCCGAACTCGGTGGAGGAACTCACGCTCGCGTTCTACGAGATCCTGCGCAAC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
GACCAGTTCCCGAACTCGGTGGAGGAACTCACGCTCGCGTITCTACGAGATCCTGCGCAAC

GGCGGCTTCACCACGGGCGGCATGAACTTCGACGCGAAGGTCCGCCGTCAGTCGATCGAC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGCGGCTTCACCACGGGCGGCATGAACTTCGACGCGAAGGTCCGCCGTCAGTCGATCGAC

CCCGAAGACATCGTGCACGGCCACATCGGCGCCATTGACGTCCTCGCGGTGGCCCTCGAA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CCCGAAGACATCGTGCACGGCCACATCGGCGCCATTGACGTCCTCGCGGTGGCCCTCGAA

CGCGCGGCCCACCTCATTGAGCACGACCGCCTCGCCGCGTTCAAGCAGCAGCGGTACGCG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrerr e e e et e e e e e e e
CGCGCGGCCCACCTCATTGAGCACGACCGCCTCGCCGCGTTCAAGCAGCAGCGGTACGCG

GGCTGGGACTCGGACTTCGGCCGCAAGATCCTGGCCGGCGGCTACTCGCTGGAGAGCCTC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGCTGGGACTCGGACTTCGGCCGCAAGATCCTGGCCGGCGGCTACTCGCTGGAGAGCCTC

GCGAGCGACGCCGTGCAGCGCAACATCGCGCCGCGCCACGTGAGCGGCCAGCAGGAGCGC

N
GCGAGCGACGCCGTGCAGCGCAACATCGCGCCGCGCCACGTGAGCGGCCAGCAGGAGLCGC

840

840

900

900

960

960

1020

1020

1080

1080

1140

1140

1200

1200

1260

1260

1320

1320

CTGGAAAACATCGTGAACCAGGCGATTTTCTCGTCGGCGAAGTGAGGATCCGTCAGC 1377

CTGGAAAACATCGTGAACCAGGCGATTTTCTCGTCGGCGAAGTGAGGATCCGTCAGC 1377

129
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7.3 xylAgx
Beivi Hindl
Styl
Aarl
BspMI
Bmrl
Bsal EcoRlI
Afllll
Asel
Bbsl
GS56620-2 pCpneEZ-NRS-Blunt-Amp-xylA_B.xen@varans_LB400
2500
Nael
bla 3245 bps 1000 NgoMIV
~ BspEl
Pwl 2000  XYIA_B.xenoworans_LB400 |\3/sz91|
Tsol / Nrul

1500

Bsqgl
STcaat: BstX

BsaHlI BmgBI

\

Bglll

MauBI

Alinhamento realizado no NCBI utilizando a ferramenta BLAST da sequéncia do gene xylAgyx
original e do sequenciamento da sequéncia clonada no vetor pCloneEZ-NRS. Observa-se que a
identidade € de 100%.

Score Expect Identities Gaps Strand

2538 bits(1374) 0.0 1374/1374(100%) 0/1374(0%) Plus/Plus

Query 1 TCGAGTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGAGCTACTTCGAGCATATC 60
N

Sbjct 1 TCGAGTAAGCTTTCGCTGTGCATCGACCAAGGAGACGACATGAGCTACTTCGAGCATATC 60

Query 61 CCCGAGATCCGTTACGAGGGCCCGCAAAGTGACAACCCGCTCGCATATCGGCACTACGAT 120
N

Sbjct 61 CCCGAGATCCGTTACGAGGGCCCGCAAAGTGACAACCCGCTCGCATATCGGCACTACGAT 120

Query 121 AAATCGAAGAAAGTGCTGGGCAAGACCCTGGAGGAACACCTGCGCATCGCCGTGTGCTAC 180

Frrrrerrrrrrererrrrerrrrrrer et e ettt e
Sbjct 121 AAATCGAAGAAAGTGCTGGGCAAGACCCTGGAGGAACACCTGCGCATCGCCGTGTGCTAC 180



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

TGGCATACGTTTGTGTGGCCGGGCGTGGATATTTTCGGCCAGGGCACCTTTCGCCGTCCG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TGGCATACGTTTGTGTGGCCGGGCGTGGATATTTTCGGCCAGGGCACCTTTCGCCGTCCG

TGGCAACAGGCGGGTGATGCGATGGAACGCGCCCGCCAGAAGGCAGACTCGGCATTTGAA

Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrr e ettt e e e e e e
TGGCAACAGGCGGGTGATGCGATGGAACGCGCCCGCCAGAAGGCAGACTCGGCATTTGAA

TTCTTTTCGAAGCTCGGTACGCCGTATTACACGTTTCACGATACCGATGTCAGCCCCGAA

FEEEEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrr e
TTCTTTTCGAAGCTCGGTACGCCGTATTACACGTTTCACGATACCGATGTCAGCCCCGAA

GGTTCGAGCCTGAAAGAATATTCGGAAAACTTCCTCCGCATCACGGACTACCTGGCCCGC

FEEEEEEEEE e e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrer e
GGTTCGAGCCTGAAAGAATATTCGGAAAACTTCCTCCGCATCACGGACTACCTGGCCCGC

AAACAGGAAGACACGGGCATTAAGCTGCTCTGGGGCACCGCGAATCTGTTCAGCCATCCG

FEEEEEEEEE R e e e rrrrrrrrrrrrrrrrr e
AAACAGGAAGACACGGGCATTAAGCTGCTCTGGGGCACCGCGAATCTGTTCAGCCATCCG

CGCTACGCAGCCGGCGCAGCGACGAGTCCGGACCCGGAGGTGTTCGCGTTCGCCGCAACC

Frrrrrrrrrrrerrrrrrer et et et r e e e
CGCTACGCAGCCGGCGCAGCGACGAGTCCGGACCCGGAGGTGTTCGCGTTCGCCGCAACC

CAGGTCCGCCACGCCCTGGATGCGACCCAGCGTCTCGGCGGTGACAACTACGTCCTCTGG

FEEEEEEEEE R e e e rrrrrrrrrrrrrrrrr e
CAGGTCCGCCACGCCCTGGATGCGACCCAGCGTCTCGGCGGTGACAACTACGTCCTCTGG

GGCGGTCGCGAGGGCTATGATACCCTGCTCAACACCGACCTGATGCGCGAACGCGATCAA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GGCGGTCGCGAGGGCTATGATACCCTGCTCAACACCGACCTGATGCGCGAACGCGATCAA

CTCGCGCGCTTCCTGCACATGGTCGTGGACCACGCCCACAAGATTGGTTTCAAGGGCTCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CTCGCGCGCTTCCTGCACATGGTCGTGGACCACGCCCACAAGATTGGTTTCAAGGGCTCC

CTGCTCATCGAGCCGAAACCCCAGGAGCCCACGAAGCACCAATATGATTATGACGTGGCA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CTGCTCATCGAGCCGAAACCCCAGGAGCCCACGAAGCACCAATATGATTATGACGTGGCA

ACGGTGCATGGCTTCCTGCTCCAACACGGTCTGGAGAAGGAGATCCGGGTAAATATTGAG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
ACGGTGCATGGCTTCCTGCTCCAACACGGTCTGGAGAAGGAGATCCGGGTAAATATTGAG

GCGAACCATGCGACGCTCGCGGGCCACTCGTTTCACCATGAAATTGCGACGGCCTACGCG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrr ettt e e e e e e
GCGAACCATGCGACGCTCGCGGGCCACTCGTTTCACCATGAAATTGCGACGGCCTACGCG

CTCGGTATCTTCGGCTCGGTGGATGCGAACCGCGGCGATCCGCAAAACGGTTGGGACACG

FErrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e
CTCGGTATCTTCGGCTCGGTGGATGCGAACCGCGGCGATCCGCAAAACGGTTGGGACACG

GACCAGTTTCCCAACTCCGTAGAAGAGCTCACGCTGGCCTTCTACGAAATCCTGAAGCAC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrr e e et e et e e e e
GACCAGTTTCCCAACTCCGTAGAAGAGCTCACGCTGGCCTTCTACGAAATCCTGAAGCAC

GGCGGTTTTACCACGGGCGGCATGAATTTCGATTCGAAAGTCCGCCGTCAGAGCGTAGAT

Frrrrrrrrerrerrrerrrerrrerrrerr e e e e e e e e
GGCGGTTTTACCACGGGCGGCATGAATTTCGATTCGAAAGTCCGCCGTCAGAGCGTAGAT

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540

600

600

660

660

720

720

780

780

840

840

900

900

960

960

1020

1020

1080

1080

131



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

CCCGAAGATCTGTTCTACGGCCATATCGGCGCGATTGACAATCTGGCCCTGGCAGTCGAA

N
CCCGAAGATCTGTTCTACGGCCATATCGGCGCGATTGACAATCTGGCCCTGGCAGTCGAA

CGGGCGGCCGTCCTGATCGAGAATGATCGGCTGGATCAGTTCAAGCGCCAGCGGTACGCG

FEEEEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrr e
CGGGCGGCCGTCCTGATCGAGAATGATCGGCTGGATCAGTTCAAGCGCCAGCGGTACGCG

GGCTGGGACGCGGACTTCGGCCGGAAAATTCTGAGCGGCGACTATTCGCTGTCCACGCTG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerrrerr e e e e e e e e
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Anexo — 8: Ensaio Enzimético da proteina xilose isomerase

8.1  Curva padréo de Bradford
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Anexo — 11.1: Curva padrdo de Bradford da concentracdo de BSA em fungdo da absorbancia em 595nm.

8.2  Tabela Excel utilizada para efetuar os calculos para determinacdo da atividade

enzimatica especifica da proteina xilose isomerase

Amostra Rate Coef de ext (UA*(mol/L)-1* cm-1) | Extengdo (cm) coef
Selvagem 0.0020 4677.44 0.752 6220
Selvagem 0.0030 4677.44 0.752 6220
Selvagem 0.0020 4733.42 0.761 6220
Controle 0.0030 4677.44 0.752 6220
Controle 0.0020 4689.88 0.754 6220
Controle 0.0030 4689.88 0.754 6220
xylAgs 0.0030 4720.98 0.759 6220
xylAgs 0.0030 4770.74 0.767 6220
Xyl Ags 0.0030 4783.18 0.769 6220
xylA* 0.0040 4745.86 0.763 6220
xylA* 0.0040 4733.42 0.761 6220
xylA* 0.0040 4708.54 0.757 6220
xylAg. 0.0040 4727.2 0.76 6220
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xylAg, 0.0040 4683.66 0.753 6220
xylAg, 0.0040 4733.42 0.761 6220
xylAp| 0.0040 4702.32 0.756 6220
xylAp| 0.0040 4720.98 0.759 6220
xylAp 0.0040 4733.42 0.761 6220
XylAg, 0.0040 4720.98 0.759 6220
XylAg, 0.0040 4708.54 0.757 6220
xylAg, 0.0040 4752.08 0.764 6220
xylAgy 0.0070 4720.98 0.759 6220
xylAgy 0.0080 4720.98 0.759 6220
xylAgy 0.0070 4720.98 0.759 6220
Amostra | Vol. Extrato Cubeta (uL) | Vol. Total da cubeta (uL) | vol cubeta (L) | Conversdo a micromol/min
Selvagem 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Selvagem 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Selvagem 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Controle 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Controle 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Controle 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgs 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgs 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgs 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylA* 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylA* 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylA* 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAg, 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAg, 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAg. 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
XylAp 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
XylAp 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAp 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
XylAg, 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAg, 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAg, 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgy 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgy 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
xylAgy 35.00 300.00 0.0003 1000000.00
Amostra Conversao a ml de enzima U/ml conc prot (mg/ml) act esp (u/mg)
Selvagem 28.57142857 0.003665008 0.129122807 0.028383897
Selvagem 28.57142857 0.005497513 0.129122807 0.042575845
Selvagem 28.57142857 0.003621664 0.129122807 0.028048214
Controle 28.57142857 0.005497513 0.160350877 0.034284269
Controle 28.57142857 0.003655287 0.160350877 0.022795553
Controle 28.57142857 0.00548293 0.160350877 0.03419333
xylAgs 28.57142857 0.005446811 0.117192982 0.046477279
xylAgs 28.57142857 0.005389999 0.117192982 0.04599251
xylAgs 28.57142857 0.005375981 0.117192982 0.045872893
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xylA* 28.57142857 0.007224342 0.196140351 0.036832511
xylA* 28.57142857 0.007243328 0.196140351 0.036929312
XylA* 28.57142857 0.007281602 0.196140351 0.037124447
XylAg. 28.57142857 0.007252859 0.204210526 0.035516577
xylAg, 28.57142857 0.007320282 0.204210526 0.035846744
xylAg, 28.57142857 0.007243328 0.204210526 0.035469906
xylAp 28.57142857 0.007291234 0.258596491 0.028195409
XylAp 28.57142857 0.007262415 0.258596491 0.028083964
XylAp 28.57142857 0.007243328 0.258596491 0.028010156
xylAg, 28.57142857 0.007262415 0.171578947 0.042326957
xylAg, 28.57142857 0.007281602 0.171578947 0.042438785
xylAgp 28.57142857 0.007214886 0.171578947 0.042049948
xylAgy 28.57142857 0.012709226 0.205263158 0.06191674
xylAgy 28.57142857 0.014524829 0.205263158 0.070761989
XylAgy 28.57142857 0.012709226 0.205263158 0.06191674
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Anexo — 9: Analise da producéo de PHA por linhagens recombinantes a partir de xilose

Dados utilizados para a construgéo da tabela 5.2:

Xr (g/L)

Tempo(h)/ B.

Linhagem | sacchari Controle XylAgs XylA* xylAg. XylAp xylAgp xylAg,
0 0.12 0.21 0.52 0.24 0.25 0.25 0.2 0.1
24 1.86 2.24 1.77 2.01 1.75 1.87 1.79 1.97
48 1.74 2.12 1.97 2.01 2.01 2.34 2.02 ND
72 1.11 1.77 1.94 1.98 2.35 2.12 1.92 1.96

Acucar (g/L

Tempo(h)/ B.

Linhagem | sacchari Controle XylAgs XylA* XylAg. XylAp xylAg, xylAgy
0 16.95 17.73 18.61 17.95 17.72 17.91 17.17 17.09
24 9.59 10.82 10.46 10.44 10.02 10.69 9.64 9.98
48 6.21 6.57 4.93 4.26 5.73 6.61 4.41 4.64
72 7.92 6.67 4.04 3.84 5.5 6.38 3.67 3.39

Consumido 9.03 11.06 14.57 14.11 12.22 11.53 13.5 13.7

%/controle 131.735986 | 127.57685 | 110.48825 | 104.24955 | 122.06148 | 123.8698

PHB (%MSC)

Tempo(h)/ B.

Linhagem sacchari Controle XYlAgs XylA* XYlAge XYlAp xylAgp XY1Agy
0 9.71 8.81 13.81 20.17 25.74 8.87 11.79 6.73
24 44.07 42.22 52.51 47.86 52.6 4474 55.94 50.75
48 54.41 54.46 66.2 64.31 62.07 53.28 66.39 ND
72 61.91 58.38 68.21 68.15 60.13 55.03 68.49 68.54

XT (g/L)

Tempo(h)/ B.

Linhagem | sacchari Controle XylAgs XylA* xylAg. XylAp XylAgp xylAgy
0 0.14 0.23 0.61 0.30 0.34 0.27 0.23 0.10
24 3.60 3.88 3.85 3.86 3.67 3.39 4.06 3.98
48 3.81 4.66 5.38 5.63 5.38 5.02 6.06 6.04
72 2.91 4.22 6.15 6.20 5.87 4.72 6.11 6.23
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PHB (g/L)

Tempo(h)/

Linhagem | B. sacchari Controle XylAgs xylA* xylAg. XylAp xylAgy xylAg,
0 0.01 0.02 0.08 0.06 0.09 0.02 0.03 0.01
24 1.74 1.64 2.09 1.85 1.93 1.52 2.28 2.01
48 2.07 2.54 3.41 3.63 3.37 2.67 4.04 ND
72 1.8 2.45 4.2 4.23 3.52 2.6 4,18 4.27

%/controle 171.43 172.65 143.67 106.12 170.61 174.29

YPHB/Xil (g/g)

Tempo(h)/

Linhagem | B. sacchari Controle XylAgs XylA* XylAg. XylAp xylAgp xylAgy
0 ND ND ND ND ND ND ND ND
24 0.2351 0.2344 0.2466 0.2383 0.2390 0.2078 0.2988 0.2813
48 0.1918 0.2258 0.2434 0.2608 0.2736 0.2345 0.3143 ND
72 0.1982 0.2197 0.2828 0.2955 0.2807 0.2238 0.3074 0.3109

%/controle 128.70 134.51 127.75 101.84 139.91 141.53

Y Xr/Xil (g/g)

Tempo(h)/

Linhagem | B. sacchari Controle XylAgs xylA* xylAg. XylAp xylAgp xylAgy
0 ND ND ND ND ND ND ND ND
24 0.2364 0.2938 0.1534 0.2357 0.1948 0.2244 0.2112 0.2630
48 0.1508 0.1711 0.1060 0.1293 0.1468 0.1850 0.1426 ND
72 0.1096 0.1410 0.0975 0.1233 0.1718 0.1622 0.1274 0.1358

YPHB/Xil (%Max)

Tempo(h)/

Linhagem | B. sacchari Controle XylAgs XylA* XYlAge XylAp xylAgp XYlAgy
0 ND ND ND ND ND ND ND ND
24 108.63 113.01 95.99 101.59 92.85 94.60 109.32 113.20
48 72.10 84.81 75.57 83.27 90.43 89.98 97.29 ND
72 65.69 77.10 85.27 89.19 95.70 83.19 92.33 93.33
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Tempo| Identificacdo |Volume|Massa seca| Quantidade xilose | Quantidade PHA % | pH
TO B. sacchari | 20.0000 0.0027 16.9460 9.7111 ND
TO Controle 20.0000 0.0047 17.7320 8.8125 ND
TO xylAgs 20.0000 0.0121 18.6060 13.8083 ND
T0 xylA* 20.0000 0.0060 17.9520 20.1677 ND
TO xylAg, 20.0000 0.0068 17.7170 25.7377 ND
TO xylAp 20.0000 0.0055 17.9050 8.8666 ND
TO0 xylAg, 20.0000 0.0045 17.1660 11.7936 ND
TO xylAg, 20.0000 0.0021 17.0900 6.7256 ND
T24 | B.sacchari-1 | 10.0000 | -0.1313 9.4540 45,0839 ND
T24 | B.sacchari-2 | 10.0000 | -0.0153 9.8330 38.7752 ND
T24 | B.sacchari-3 | 10.0000 0.0360 9.4820 48.3390 ND
T24 Controle -1 | 10.0000 0.0377 11.0270 44.3340 ND
T24 Controle -2 | 10.0000 0.0410 10.1680 43.3557 ND
T24 Controle - 3 10.0000 0.0378 11.2610 38.9772 ND
T24 xylAgs - 1 10.0000 | -0.0149 10.1780 49.0930 ND
T24 xylAg; - 2 10.0000 0.0369 10.5260 56.4585 ND
T24 xylAg; - 3 10.0000 0.0402 10.6730 51.9779 ND
T24 xylA* - 1 10.0000 0.0329 11.2150 46.8604 ND
T24 XylA* - 2 10.0000 0.0409 9.6490 48.3660 ND
T24 xylA* - 3 10.0000 0.0420 10.4510 48.3388 ND
T24 xylAg - 1 10.0000 0.0409 9.9330 51.2736 ND
T24 xylAg - 2 10.0000 0.0309 9.9650 53.6261 ND
T24 xylAg - 3 10.0000 0.0384 10.1650 52.8933 ND
T24 xylAp - 1 10.0000 0.0318 9.9510 45,7487 ND
T24 xylAp; - 2 10.0000 0.0365 11.1310 44.9946 ND
T24 xylAp - 3 10.0000 0.0333 10.9980 43.4796 ND
T24 xylAg, - 1 10.0000 0.0371 9.7000 53.7447 ND
T24 xylAg, - 2 10.0000 0.0440 9.4270 58.3364 ND
T24 xylAg, - 3 10.0000 0.0408 9.7960 55.7437 ND
T24 xylAg, - 1 10.0000 0.0138 10.1780 50.8164 ND
T24 xylAg, - 2 10.0000 0.0398 9.8810 50.4629 ND
T24 xylAg, - 3 10.0000 0.0141 9.8950 50.9839 ND
T48 | B.sacchari-1 | 10.0000 0.0392 6.0780 55.8166 3.4600
T48 | B.sacchari-2 | 10.0000 0.0387 6.2910 51.6781 3.5000
T48 | B.sacchari-3 | 10.0000 0.0365 6.2730 55.7498 3.4500
T48 Controle -1 | 10.0000 0.0476 6.4320 59.8931 5.3400
T48 Controle -2 | 10.0000 0.0455 6.5850 50.5378 3.8700
T48 Controle -3 | 10.0000 0.0466 6.6920 52.9577 3.8800
T48 xylAg; - 1 10.0000 0.1243 4.7120 71.8339 6.4300
T48 xylAg; - 2 10.0000 0.0564 4.9610 62.6505 6.4500
T48 xylAg; - 3 10.0000 0.0511 5.1200 64.1155 6.4200
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T48 xylA* - 1 10.0000 0.0480 4.3180 63.5109 6.3000
T48 xylA* - 2 10.0000 0.0603 5.0640 62.6305 6.2300
T48 xylA* - 3 10.0000 0.0607 3.3840 66.8012 6.2200
T48 XylAg: - 1 10.0000 0.0547 5.6370 66.1091 6.4200
T48 xylAg, - 2 10.0000 0.0128 5.8240 60.9233 6.4200
T48 xylAg - 3 10.0000 0.0528 5.7150 59.1724 6.4200
T48 xylAp - 1 10.0000 0.0503 6.9130 52.1706 5.5300
T48 xylAp; - 2 10.0000 0.0506 6.6490 53.3787 4.8500
T48 XylAp; - 3 10.0000 0.0497 6.2750 54.2792 5.6700
T48 XylAg, - 1 10.0000 0.0645 4.5640 72.9885 6.2600
T48 XylAg, - 2 10.0000 0.0592 4.2490 60.6096 6.2700
T48 XylAg, - 3 10.0000 0.0582 4.6290 65.5673 6.0700
T48 xylAg- 1 10.0000 0.0298 4.7720 ND 6.3400
T48 XylAgy - 2 10.0000 0.0195 4.5330 ND 6.3300
T48 XylAgy - 3 10.0000 0.0604 4.3480 ND 6.3500
T72 B. sacchari-1 | 20.0000 0.0590 7.7440 63.9931 3.4000
T72 B. sacchari -2 | 20.0000 0.0571 8.0180 66.0710 3.4100
T72 B. sacchari - 3 | 20.0000 0.0583 7.9930 55.6670 3.4000
T72 Controle - 1 20.0000 0.0948 6.5900 53.8894 3.8300
T72 Controle - 2 20.0000 0.0790 6.7480 61.8320 3.6400
T72 Controle - 3 20.0000 0.0793 7.6180 59.4281 3.5900
T72 XylAgs - 1 20.0000 0.0578 4.0270 67.8693 6.3500
T72 XylAgs - 2 20.0000 0.1233 4.0010 68.3748 6.4000
T72 XylAgs - 3 20.0000 0.1225 4.0820 68.3781 6.3600
T72 xylA* - 1 20.0000 0.1218 3.5590 69.2774 6.0700
T72 XylA* - 2 20.0000 0.1249 4.3350 67.8928 5.7800
T72 XylA* - 3 20.0000 0.1253 3.6170 67.2816 5.9100
T72 xylAg.- 1 20.0000 0.1131 5.4190 65.6566 6.3000
T72 XylAg - 2 20.0000 0.1178 6.1160 58.9801 6.3200
T72 XylAg - 3 20.0000 0.1211 5.5810 55.7477 6.3000
T72 XylAp - 1 20.0000 0.0903 7.1120 54.0323 3.8200
T72 XylAp - 2 20.0000 0.0946 6.5590 56.2960 3.7800
T72 xylAp; - 3 20.0000 0.0984 6.2010 54.7598 4.0200
T72 XylAg, - 1 20.0000 0.1268 3.7800 70.2072 5.9500
T72 XylAg, - 2 20.0000 0.1174 3.4270 68.0652 6.0400
T72 XylAg, - 3 20.0000 0.1222 3.7910 67.2038 5.2200
T72 XylAgy - 1 20.0000 0.1218 3.8070 66.0894 6.2500
T72 XylAgy - 2 20.0000 0.1245 3.3470 70.9239 6.3300
T72 xylAgy - 3 20.0000 0.1272 3.0140 68.5933 6.3300




