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RESUMO

A riboflavina é uma vitamina solivel em &gua que possui papel essencial no crescimento e
desenvolvimento celular, sua produc¢do anual total é de aproximadamente 9000 toneladas, sendo
um bioprocesso rentavel. As cepas industriais utilizadas para a producdo de riboflavina foram
obtidas através de técnicas de mutagénese, porém as mesmas apresentam limitacOes referentes
ao crescimento celular e a produtividade da biomolécula. Com 0 avango no conhecimento sobre
a diversidade, estrutura e funcdo dos RNAs ndo codificantes houve a possibilidade da sua
utilizagdo na regulacdo de diversos metabolismos microbianos. Sendo o metabolismo de
purinas e riboflavina em Bacillus subtilis controlado por mecanismo de regulacdo do término
prematuro da transcrigdo, os riboswitches, o uso de RNAs como mecanismo regulador se torna
uma possivel ferramenta para criacdo de cepas industriais superprodutoras destes compostos.
Sendo assim, ambicionou-se a criagdo de cinco SRNASs sintéticos para avaliacédo da interferéncia
dos mesmos na regulacdo negativa causada pelos riboswitches do metabolismo de purinas e
riboflavina em B. subtilis. Foram desenvolvidas, entdo, linhagens de B. subtilis contendo um
SRNA, sendo especifico para cada riboswitch presente no metabolismo de purinas e na
producéo de riboflavina, além de um sRNA capaz de parear com 0 RBS do mRNA contendo o
gene purR. Além desses sSRNAs serem introduzidos no cromossomo de B. subtilis
individualmente, foram introduzidos os dois SRNAs com 0s resultados mais promissores
(ribDG e purR) e também um operon contendo todos os SRNAs, estando esses conjugados a
diferentes ribozimas, em um transcrito unico. Dessa forma, observou-se que as linhagens
desenvolvidas apresentaram o crescimento esperado indicando que a inser¢do ndo promoveu
estresse metabodlico para a célula, em alguns casos até melhoraram a densidade populacional
em relacdo a linhagem parental. Porém, ao analisar a producao de riboflavina quantificada via
HPLC, conclui-se que as cepas contendo 0os SRNASs xpt, purR e ribDG apresentaram aumento
da producdo em 48%, 34% e 30%, respectivamente. Essas trés linhagens foram cultivadas
aumentando a escala para frasco de Erlenmeyer, onde observou-se que 0s SRNAs ribDG e purR,
tiveram cerca de 50% maior producéo de riboflavina que o controle. Dessa forma construiu-se
um operon composto pelos SRNAs purR e ribDG e a linhagem contendo este operon no genoma
aumentou 10% a producdo de riboflavina em comparagdo com B. subtilis com um sRNA
apenas, representando aumento de 65% em comparacdo com a linhagem parental. Em relacéo
ao sistema com todos 0s SRNAs desenvolvidos em um transcrito unico, este foi introduzido no
cromossomo de trés linhagens diferentes de B. subtilis. Essas linhagens também ndo

apresentaram problemas no crescimento, sendo que a produgéo de riboflavina em escala de



Erlenmeyer alcangou niveis superiores em comparagdo ao seu controle em 44% para a cepa de
B. subtilis superprodutor de riboflavina e 65% para a cepa de B. subtilis RFAI. Sendo assim, ao
utilizar sRNAs sintéticos para desenvolver cepas produtoras de riboflavina aprimoradas,
provamos que 0s SRNAs sdo adequados para a regulacdo da expressdo em B. subtilis. A
facilidade de projetar e construir, e o fato de que o SRNA direcionado ao riboswitch funciona
com uma Unica copia do genoma, o tornam uma ferramenta atraente para a engenharia de cepas
produtoras de metabdlitos industriais. Além disso comprovamos a interferéncia na regulacao
génica de riboswitches no metabolismo de purinas e riboflavina em B. subtilis resultando em

linhagens aprimorada para producédo desses compostos de interesse industrial.

Palavras-chave: pequeno RNA, RNA ndo codificante, riboswitch, Bacillus subtilis, biologia

sintética, riboflavina.



ABSTRACT

Riboflavin is a water-soluble vitamin that plays an essential role in cell growth and
development, its total annual production is approximately 9000 tons, making it a profitable
bioprocess. The industrial strains used for the production of riboflavin were obtained through
mutagenesis techniques, but they have limitations regarding cell growth and biomolecule
productivity. With the advance in knowledge about the diversity, structure, and function of non-
coding RNAs, there was the possibility of their use in the regulation of several microbial
metabolisms. Since the metabolism of purines and riboflavin in Bacillus subtilis is controlled
by a mechanism that regulates the premature termination of transcription, the riboswitches, the
use of RNAs as a regulatory mechanism becomes a possible tool for the creation of industrial
strains that overproduce these compounds. Therefore, the creation of five synthetic SRNAs was
aimed at evaluating their interference in the down-regulation caused by riboswitches of purine
and riboflavin metabolism in B. subtilis. Then, strains of B. subtilis containing an SRNA were
developed, specific for each riboswitch present in the metabolism of purines and the production
of riboflavin, in addition to an SRNA capable of pairing with the RBS of the mRNA containing
the purR gene. In addition to these SRNAs being introduced into the chromosome of B. subtilis
individually, the two SRNAs with the most promising results were introduced (ribDG and purR)
and also an operon containing all SRNAs, these being conjugated to different ribozymes, in a
single transcript. Thus, it was observed that the strains developed presented the expected
growth, indicating that the insertion did not promote metabolic stress for the cell, in some cases,
they even improved the population density with the parental strain. However, when analyzing
the production of riboflavin quantified via HPLC, it is concluded that the strains containing the
SRNAs xpt, purR, and ribDG showed an increase in production of 48%, 34%, and 30%,
respectively. These three strains were grown upscale to Erlenmeyer flask, where it was
observed that the SRNAs ribDG and purR had about 50% greater production of riboflavin than
the control. Thus, an operon composed of purR and ribDG sRNAs was constructed and the
strain containing this operon in the genome increased riboflavin production by 10% compared
to B. subtilis with only one SRNA, representing an increase of 65% compared to the parental
strain. Regarding the system with all SRNAs developed in a single transcript, this was
introduced into the chromosome of three different strains of B. subtilis. These strains did not
show growth problems either, with Erlenmeyer scale riboflavin production reaching higher
levels compared to its control in 44% for the riboflavin super-producing B. subtilis strain and

65% for the B. subtilis strain RFAI. Therefore, by using synthetic SRNAs to develop improved



riboflavin-producing strains, we proved that SRNAs are suitable for the regulation of expression
in B. subtilis. The ease of design and construction, and the fact that riboswitch-targeted SRNA
works with a single copy of the genome, make it an attractive tool for engineering strains
producing industrial metabolites. Furthermore, we proved the interference in the gene
regulation of riboswitches in the metabolism of purines and riboflavin in B. subtilis, resulting

in improved strains for the production of these compounds of industrial interest.

Keywords: small RNA, non-coding RNA, riboswitch, Bacillus subtilis, synthetic biology,

riboflavin.
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1. INTRODUCAO

Apesar dos processos quimicos ainda serem utilizados na industria, a demanda global
para o desenvolvimento de processos sustentaveis tem aumentado, visando a substituicdo destes
processos que utilizam recursos de combustiveis fosseis, para processos com menos impactos
ambientais (LEE et al., 2011).

Neste contexto, a utilizacdo de microrganismos para a producao industrial de moléculas
de interesse se tornou uma possivel solucdo a reducdo de residuos industriais. Para isso, 0
desenvolvimento de novas técnicas da biologia molecular, e mais recentemente, da biologia
sintética tem sido essencial para possibilitar a construcédo racional de processos bioldgicos mais
eficientes, atendendo assim as demandas industriais (CAMERON; BASHOR; COLLINS,
2014).

Os novos conceitos desenvolvidos pela biologia sintética mostram que a pesquisa por
novos produtos, novas vias de producgédo e por novas fungdes ndo precisa se restringir ao lento
processo de selecdo de organismos com propriedades interessantes. Cada vez mais se torna real
a ideia da construcdo de celulas como biofabricas, bioprocessadores e biossensores capazes de
desempenhar fungdes complexas para as quais foram programados (CAMERON; BASHOR,;
COLLINS, 2014).

Dentre as diversas tecnologias moleculares para desenvolvimento de linhagens para a
aplicacdo industrial, uma com grande potencial € a regulacéo da expressdo génica por RNAs.
Esses possuem grande importancia no metabolismo natural dos microrganismos, sendo o
processo de regulacdo dependente das estruturas primaria, secundaria e terciaria dos RNAs
(IRNOV et al., 2010).

A reprogramacdo de vias metabodlicas utilizando processos regulatorios possibilita a
manipulacdo de uma via metabdlica essencial, sem acarretar na reducdo da velocidade de
crescimento celular ou inviabilidade da célula, ja que dessa forma ha a regulacéo acontece apds
o inicio do crescimento, direcionando assim o fluxo de recursos celulares para um determinado
produto. Essa abordagem é uma alternativa para a técnica de delecdo génica, comumente

empregada em engenharia metabdlica, que ndo € viavel para genes essenciais (LINS, 2019).
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1.1.  Producéo industrial de riboflavina (Vitamina B:)

A riboflavina [7,8-dimetil-10-(D-1"-ribitil)-isoaloxazina], também conhecida como
vitamina B, € uma vitamina solivel em &gua que possui papel essencial no crescimento e
desenvolvimento celular. Sendo precursora das coenzimas flavina mononucleotideo (FMN) e
dinucleotideo de flavina adenina (FAD), envolvidas no metabolismo oxidativo e em outros
processos, a riboflavina € um componente necessario na dieta de humanos e animais (ABBAS;
SIBIRNY, 2011; FORAKER; KHANTWAL; SWAAN, 2003).

As células animais sdo incapazes de produzirem riboflavina, sendo entdo dependentes
da absorcdo da mesma através de transportadores especializados. Entretanto algumas células
vegetais e microrganismos séo capazes de sintetizar essa vitamina utilizando a via de novo a
partir de guanosina-5-trifosfato (GTP), derivado do metabolismo de purinas, e ribulose-5-
fosfato, derivada da via das pentoses fosfato (GARCIA-ANGULO, 2017).

Estima-se que a dose diaria de riboflavina necesséria seja de 1,1 mg para mulheres
adultas, e 1,3 mg para homens adultos. A deficiéncia de riboflavina na dieta humana pode
causar, entre outros sintomas, lesdo cutanea e vascularizacdo da cdérnea. Algumas fontes
naturais dessa vitamina séo leite, ovos, vegetais folhosos verdes, entre outros. Comercialmente,
grande parte da producdo industrial de riboflavina ¢ usada como aditivo alimentar e para
aplicacdes farmacéuticas (SCHWECHHEIMER et al., 2016).

Durante quase cinco décadas a producdo industrial de riboflavina foi realizada através
de processos de sintese quimica, consistindo de seis a oito etapas a partir da glicose. Entretanto,
essas varias etapas quimicas demandam a utilizacdo de agentes tdxicos, além de produzirem
residuos que exigem rigoroso controle ambiental e um tratamento de efluentes especial. Dessa
forma, se fez necessario a busca por alternativas para a producdo dessa vitamina. Assim, na
década de 1940, iniciou-se a utilizacdo de microrganismos para producéo de riboflavina através
de bioprocesso (REVUELTA et al., 2017).

Porém, apesar de apresentar vantagens ambientais em comparacdo a producdo quimica,
a producdo de riboflavina via bioprocesso possuia grande desvantagem quanto a sua producdo
e custo, fazendo com que apenas 5% da producdo mundial de vitamina B. fosse produzida por
essa via. Com o desenvolvimento de ferramentas de engenharia genética, a porcentagem de
producdo biotecnolégica aumentou, chegando em 75% em 2002. Atualmente, a sintese quimica

foi substituida completamente, sendo a produgdo de riboflavina feita exclusivamente por
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bioprocesso, tornando assim a producdo mais econémica e ecologicamente mais viavel
(SCHWECHHEIMER et al., 2016).

Linhagens bacterianas modificadas geneticamente para a producgdo industrial de
biomoléculas sdo comumente construidas usando-se promotores constitutivos para controlar a
expressao dos genes envolvidos na biossintese da molécula em questdo. Promotores induziveis
ndo sdo desejados em linhagens industriais devido aos custos associados a adi¢cdo do composto
indutor e posterior eliminacdo do mesmo no processo de purificagdo da biomolécula de
interesse. Porém, o atual modelo, empregando promotores constitutivos fortes, forca a célula a
sintetizar intensamente a biomolécula desejada durante todas as fases do crescimento celular.
A fase lag de crescimento é especialmente prejudicada por esse sistema, pois o stress causado
pela intensa expressdo de genes sob controle do promotor forte leva ao prolongamento
excessivo dessa fase do crescimento celular e a reducdo da capacidade de crescimento da
cultura, retardando todo o processo produtivo (ABBAS; SIBIRNY, 2011).

Atualmente, a producéo de riboflavina é feita por meio de cepas industriais, como de B.
subtilis e Ashbya gossypii, desenvolvidas atraves de técnicas de mutagénese. Entretanto essas
linhagens apresentam limitagcdes referentes ao crescimento e quantidade de riboflavina
produzida (GU et al., 2018; REVUELTA et al., 2017). A lideranca da producdo mundial da
riboflavina obtida por processos biotecnologicos é composta por quatro empresas: A Alema
BASF, a holandesa DSM, e as chinesas Hubei Guangji Pharmaceuticals e Shanghai Acebright
Pharmaceuticals (antiga Desano). Essas empresas utilizam diferentes tipos de bioprocessos,
obtendo riboflavina de células da levedura Candida famata var. flareri, do fungo A. gossypii e
da bactéria B. subtilis (AVERIANOVA et al., 2020). O melhoramento dos trés microrganismos
foi inicialmente realizado selecionando-se linhagens resistentes a antimetabdlitos
(STAHMANN; REVUELTA; SEULBERGER, 2000). Posteriormente, delecdes e insercbes de

genes possibilitaram adicional melhoria na produtividade de riboflavina pelas trés linhagens.

Sendo um produtor natural de riboflavina e conseguindo sintetizar grande quantidade
desta molécula, Candida sp. se tornou um forte candidato para a producdo industrial da mesma,
porém essas leveduras precisam superar a inibicdo de ferro para conseguir superproduzir a
riboflavina. Na sintese bioquimica da riboflavina por esses microrganismos, ha indicios de que
o ferro reprime quase todas as enzimas biossintéticas da riboflavina. Para superar a inibi¢éo por
ferro foram utilizadas técnicas de mutagdes para criagdo de uma linhagem de C. famata com
resisténcia ao ferro e também a tubercidina. Essa linhagem, utilizada industrialmente,

conseguiu alcancar a producéo de 20 a 30 g/L de riboflavina, porém alguns estudos relataram
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instabilidade genética da cepa mutante (LIM; CHOI; PARK, 2001; SCHWECHHEIMER et al.,
2016).

Diferentemente, o fungo A. gossypii, que também € um produtor natural de riboflavina,
ndo apresenta como um fator limitante a inibicdo por ferro. A sintese de riboflavina por esse
fungo comecou a ser estudada e seu processo de producdo desenvolvido a partir da década de
1970 por Merck Sharp e Dohme, nos EUA. Posteriormente, o bioprocesso foi adquirido pela
BASF, que o implementou em escala industrial. Ao longo dos anos, a cepa de A. gossypii passou
por melhorias constantes na sua capacidade de producdo através de técnicas de mutagénese e
sele¢do cléssica, bem como de engenharia metabdlica. O fluxo metabdlico da via biossintética
da riboflavina foi melhorado por uma abordagem racional e cdpias adicionais dos genes, que
codificam as enzimas biossintéticas da riboflavina, foram introduzidas no genoma. O processo
de producéo de riboflavina baseado nesse fungo utiliza 6leos vegetais como matéria-prima,
necessitando, portanto, da 3-oxidacdo dos acidos graxos e subsequente utilizacdo eficiente da
acetil-CoA produzida. A riboflavina produzida é acumulada em vacutolos por um processo de
transporte ativo, e cristais intracelulares sdo formados em concentracées elevadas. A liberacao
é feita por lise induzida pelo calor da biomassa ap0s a conclusdo da fermentagéo. Esse processo
industrial de sintese de riboflavina utilizando A. gossypii alcanca niveis de producdo de 15 a 20
g/L (EGGERSDORFER et al., 2012; LIM; CHOI; PARK, 2001).

Ja a linhagem de B. subtilis construida pela Roche, e atualmente em uso pela DSM, foi
desenvolvida primeiramente isolando mutantes resistentes a analogos de purina e de riboflavina
que influenciam na regulacdo intracelular das vias de producdo de purina e riboflavina. A
principal mutacdo induzida pela selecdo com a antivitamina roseoflavina ocorreu na
flavokinase. A mutacdo resultou em reducdo dréstica na capacidade de sintese da enzima,
levando a baixos niveis de FMN na célula. Como o FMN, mas néo a riboflavina, atua como um
composto efetor que ativa o sistema de repressdo da riboflavina baseado em riboswitch em B.
subtilis, os mutantes produzem e secretam riboflavina em grande quantidade
(EGGERSDORFER et al., 2012). A mutacdo pontual no gene ribC, que codifica a flavokinase,
foi posteriormente reproduzida e a enzima caracterizada. A flavokinase mutante apresenta
atividade reduzida a 1% em comparacao ao tipo selvagem, provocando uma drastica reducao
na reacdo de fosforilacdo da riboflavina a FMN (MACK; LOON; VAN; HOHMANN, 1998).
Nesta linhagem, o operon contendo 0s genes da via biossintética da riboflavina também teve,
posteriormente, seu promotor natural trocado pelo promotor veg, um promotor constitutivo e

forte em B. subtilis. A Gltima alteracdo feita nessa linhagem foi a mutacdo do gene tkt. O gene
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mutante codifica uma transketolase menos ativa, gerando um actimulo de ribulose 5’-fosfato,
um dos precursores da biossintese de riboflavina. O bioprocesso realizado em escala industrial
por essa linhagem produz niveis de riboflavina entre 30 e 40 g/L (PERKINS et al., 1999).

A producéo anual total de riboflavina é de aproximadamente 9000 toneladas, sendo um
bioprocesso rentavel apesar do baixo preco do produto de 15,00 a 50,00 USD por kg. Apesar
disso, o0s microrganismos empregados atualmente ainda apresentam desvantagens,
principalmente em relacdo a produtividade da biomolécula, ja que geralmente ndo mais que 4%
da fonte de carbono é convertida em riboflavina (ABBAS; SIBIRNY, 2011; AVERIANOVA
et al., 2020).

1.2.  B. subtilis como chassis

B. subtilis ¢ uma bactéria Gram-positiva aerobia, comumente encontrada no solo, fontes
de agua e em associacdo com plantas. Por possuir uma capacidade de secretar enzimas de forma

eficiente, ela apresenta um grande interesse comercial (KUNST et al., 1997).

Ao longo dos anos, esse microrganismo se destacou como sendo uma grande biofabrica
industrial para a producdo de proteinas recombinantes, se beneficiando de sistemas de
expressao eficientes, desenvolvidos nas Ultimas décadas. Além disso, apresenta alta taxa de
crescimento, facilidade de cultivo em fontes de carbono baratas, e um sistema de secrecédo

superior a outros microrganismos (GU et al., 2018).

Tendo um rapido crescimento celular e facil manipulacdo genética em laboratério, e
apresentando um alto rendimento de produto, esse microrganismo vem sendo utilizado em
varios sistemas para a expressao heterdloga (CAl et al., 2019). Além disso, por ter grande parte
do metabolismo e suas conversdes metabolicas bem descritas, e ser considerada uma bactéria
GRAS (Generally reconized as safe), B. subtilis tornou-se um chassis altamente relevante na
biologia sintética (PARK et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

Considerando todas as vantagens apresentadas e em decorréncia do desenvolvimento de
tecnologias de engenharia metabdlica, o portfolio de produtos utilizando B. subtilis como
plataforma de expressdo esta cada vez mais se expandindo, adicionando bioprodutos como:
acetoina, &cido latico, isobutanol, etanol, riboflavina, N-acetilglucosamina, acido poli-y-
glutdmico, acido hialurénico, entre outros (GU et al., 2018; PARK et al., 2021; ZHANG et al.,
2021).
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Em relacdo a biomolécula riboflavina, B. subtilis se tornou um organismo modelo entre
as cepas industriais produtoras de riboflavina devido a alta producéo e ao fato de a molécula
atravessar a membrana celular e acumular no meio de cultivo. Dessa forma, a via biossintética
da riboflavina foi bem estudada nessa bactéria, tendo o seu metabolismo elucidado (Averianova
et al., 2020).

1.3.  Metabolismo de purinas e producéo de riboflavina em B. subtilis

O metabolismo alvo desse trabalho é a biossintese de riboflavina em B. subtilis (Figura
1), que € sintetizada através de sete reacOes catalisadas enzimaticamente a partir de guanosina
trifosfato (GTP), proveniente da via biossintética de purinas, e ribulose-5-fosfato, proveniente
da via das pentoses fosfato (GARCIA-ANGULO, 2017).

As enzimas responsaveis pela catalise das etapas da via biosintética da riboflavina
encontram-se codificadas em um unico operon denominado ribDGEABHT. Esse operon foi
mapeado na 209° posicdo do cromossomo de B. subtilis, possuindo o tamanho de 4,3 kbp
(MACK; LOON; VAN; HOHMANN, 1998).

O operon rib agrupa os genes ribDG, ribE, ribAB, ribH e ribT em uma unidade de
transcricdo, sendo regulado pelo riboswitch ribDG, que € localizado na regido ndo traduzida 5°-
UTR do mRNA, anterior ao sitio de iniciacdo da traducdo. A regulacdo da expressdo desses
genes é feita de acordo com a concentracdo intracelular de FMN. A terminagdo precoce da
transcricdo € promovida em altas concentracGes de FMN, a partir da ligacdo dessa molécula ao
aptamero do riboswitch (HEMBERGER et al., 2011; PEDROLLLI et al., 2015).
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Figura 1: Via biossintética de riboflavina em B. subtilis.
de Purinas

2,5-diamino-6-ribosylamino-4(3H)-
Via das Pentoses pyrimidinediones™- phosphate
Fosfato

S-amino- 6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione
5-phosphate

ribulose-5-fosfato
5-amino- 6ibitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione
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3.4-Dihydroxy-2-Butanone
4-Phosphate

5-amino- 6-ribitylamino-2,4( 1H,3H)-pyrimidinedione

6,7-Dimethyl-8-ribityllumazine

Riboflavina

Fonte: Adaptado de: Garcia-Angulo, 2017 e Abbas & Sibirny, 2011.

As purinas sdo elementos essenciais que compde 0 DNA e RNA, e que apresentam um
importante papel celular, estando envolvidas em diversas vias metabdlicas. Além de serem
fundamentais no processo de sintese de acidos nucléicos e biossintese de aminoacidos, as
purinas também podem ser utilizadas como carreadores e suplementos de energia para a célula,
tanto na forma de ATP (adenosina trifosfato), quanto como GTP (guanosina trifosfato) (SHI et
al., 2014).

Ao analisar o metabolismo de purinas em B. subtilis, verifica-se que este é responsavel
ndo somente pela sintese das mesmas através da sintese de novo, como também pela importacao
de purinas do meio extracelular (Figura 2) (LINS, 2019).
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Figura 2: Representagdo do metabolismo de purinas em B. subtilis: sintese de novo e importacéo de
purinas do meio extracelular. Em roxo proteinas cuja expressdo é controlada por riboswitch. Setas com
linhas sélidas s@o conversGes metabdlicas e setas com linhas tracejadas representam transporte através
da membrana.
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Fonte: Adaptado de Lins, 2019.

A importacdo de purinas em B. subtilis é realizada mediante permeases codificadas por
nupG, pbuG e pbuX, sendo esse Ultimo gene pertencente ao operon xpt-pbuX que também
codifica a enzima xantina fosforibosiltransferase. Esses genes e operon sdo regulados por
riboswitches que interrompem a sua transcricao na presenca de altas concentracdes de guanina,
inibindo tanto a biossintese quanto a importacdo de purinas (MANDAL et al., 2003;
NYGAARD; SAXILD, 2005).

Outro operon que também tém sua transcricdo prematuramente terminada em resposta
a guanina, € o operon pur (purEKBCSQLFMNHD), sendo este responsavel pelos genes da
sintese de inosina monofosfato (IMP), um importante precursor na via biossintetica de GTP
(EBBOLE; ZALKIN, 1987; SAXILD et al., 2001).

Além do que ja foi citado, B. subtilis possui ainda o gene pbuE, responsavel pela
expressdo de uma proteina excretora de purinas, que € controlado por um riboswitch onde s6
ha a expressdo do gene quando a célula apresenta alta concentracdo intracelular de adenina
(MANDAL; BREAKER, 2004; NYGAARD; SAXILD, 2005).

Outro mecanismo importante na regulacdo do metabolismo de purinas é a produgéo da
proteina reguladora PurR. Esta proteina produzida por B. subtilis tem a fungdo de regular

negativamente a expressdo de genes envolvidos na biossintese de purinas, do préprio gene purR
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e genes para transporte de purinas interagindo com o DNA numa regido entre os nucleotideos
-147 e -21 em relagdo ao local de inicio da transcri¢cdo no operon pur. A finidade da proteina s6
é afetada pelo 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) (BERA et al., 2003).

Assim como a biossintese de riboflavina, o metabolismo de purinas em B. subtilis é
rigidamente controlado por mecanismo de regulacdo do término prematuro da transcricdo com
emprego de cinco riboswitches de purina. Esses sdo modulados pela concentracdo
citoplasmatica de guanina e adenina (MANDAL et al., 2003).

1.4. Riboswitches

Processos regulatorios executados por moléculas de RNA sdo bastante comuns e
diversos em microrganismos, especialmente em procariotos. O termo riboswitch foi definido
para distinguir RNAs que sdo capazes de controlar a expressdo de genes sem a influéncia de
fatores proteicos. Estes sdo capazes de reconhecer e determinar a dose necessaria para a sintese
de proteinas ou metabdlitos de acordo com as necessidades celulares (BREAKER, 2012;
SHERLOCK et al., 2018).

Riboswitches sdo sequéncias de RNA quase exclusivamente localizadas na extremidade
5’- da regido ndo codificadora do mRNA (5’-UTR) cuja expressdao eles controlam. Estéo
presentes em plantas, fungos, arqueias e bactérias, sendo que, nesse ultimo grupo, apresentam
maior variedade de tipos e mecanismos funcionais. Os genes controlados por riboswitches estao
geralmente envolvidos na biossintese e transporte dos seus ligantes cognatos. A estrutura
terciaria formada por esses RNAs € capaz de ligar-se diretamente a um metabdlito especifico e
controlar a expressdo génica sem o auxilio de proteinas. A capacidade de um riboswitch de
reconhecer e se ligar a uma molécula em particular se fundamenta nas suas estruturas primaria,
secundaria e terciaria (Figura 3). A sequéncia completa dos riboswitches é formada por duas
porcdes: o aptamero, responsavel pela ligacdo ao metabdlito especifico; e a plataforma de
expressdo, que se conecta por um lado ao aptamero e pelo outro ao gene controlado, sendo
responsavel por interpretar e executar a regulacdo da expressao génica de acordo com o estado
do aptamero — ligado/ ndo ligado (BREAKER, 2012; GONG et al., 2018; PEDROLLI; LINS;
CORREA, 2017).
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Figura 3: Representagdo da estrutura do riboswitch de guanina na regido 5-UTR de um mRNA:
aptamero [regido estruturada capaz de se ligar a guanina (G)] e plataforma de expresséo (formacéao de
hairpin terminador).
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Fonte: Serganov et al., 2004.

Essas estruturas sdo capazes de responder a uma variedade de ligantes, como
aminodacidos, purinas, cofatores ou metais e, por causa da sua especificidade, podem ser
agrupados de acordo com o metabdlito que reconhecem. Outra forma de classificar os
riboswitches é através da modulacdo genética que realizam. Por exemplo, os riboswitches
reguladores da traducdo controlam a expressdo génica regulando a acessibilidade ao sitio de
ligacdo do ribossomo (RBS) e ao codon de iniciacdo. Ja os riboswitches reguladores da
transcricdo controlam a formacao de um terminador independente que inibe a transcricdo ao
desestabilizar o complexo RNA/RNA polimerase. Além desses exemplos, riboswitches ja
foram elucidados exercendo o controle da expressdo génica através de variados mecanismos
(KIRCHNER; SCHNEIDER, 2017).

Geralmente o gene controlado pelo riboswitch esta envolvido na biossintese e transporte
de um metabolito, sendo esse capaz de ligar-se ao riboswitch e assim, induzir uma mudanca
estrutural, tanto pela sua ligacdo, quanto pela falta dela. A regulacdo da expressdo no
metabolismo de riboflavina e de purinas ocorre pela mudanca de conformacéo do riboswitch, a
partir da ligacdo a uma purina (adenina ou guanina) ou de FMN. A alteracdo leva a formacéo
da estrutura do terminador da transcricdo ou do anti-terminador (GARST; EDWARDS;
BATEY, 2011; SERGANOV et al., 2004).
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1.5.  Pequenos RNAs regulatorios

Regulacdo génica por emprego de RNAs ndo codificadores (hcRNA) é um mecanismo
naturalmente empregado por bactérias através de diversas maneiras, desempenhando papel
central na regulagdo da fisiologia celular. Pequenos RNAs regulatorios (SRNA) compdem um
grupo de RNAs ndo codificadores formados por aproximadamente 50 a 250 nucleotideos
estruturados, podendo modular diretamente a atividade de proteinas ou ligar-se a mRNAs e
regular a expressdo génica. Suas caracteristicas fazem deles um sistema poderoso para a
concepcao racional de novas ferramentas, pois sdo modulares, facilmente sintetizaveis e
manipulaveis, podendo atingir uma diversidade enorme de sequéncia, estrutura e fungdo
(IRNOV et al., 2010; WATERS; STORZ, 2009).

De acordo com a transcricdo, os RNAs reguladores podem ser divididos em duas
classes: aqueles que sdo cotranscritos (em cis) ao MRNA alvo, geralmente localizados na regido
5’ do transcrito alvo, e aqueles que séo transcritos independentemente (em trans) ao mRNA
alvo. Ambas as classes sdo capazes de ativar ou reprimir a expressao dos genes que elas regulam
(IRNOV et al., 2010).

SRNAs vem sendo cada vez mais usados como uma ferramenta na biologia sintética,
com grande aplicacdo na engenharia metabdlica. A técnica de reprogramacdo de vias
metabolicas utilizando SRNAs possui vantagem sobre as técnicas comumente utilizadas, por ter
a possibilidade de manipular uma via metabdlica essencial sem reduzir a velocidade do
crescimento celular, otimizando as condi¢cdes de cultivo e aumentando a producdo dos
metabolicos (IRNOV et al., 2010; LINS et al., 2021).

Os sRNAs podem controlar a expressdo de um gene tanto a nivel transcricional quanto
pos-transcricional, utilizando o pareamento Watson-Crick em regides complementares do
MRNA alvo. Dessa forma, vem sendo desenvolvido dispositivos empregando esses SRNAS
utilizando selecdo in vitro, assim como desenhando racionalmente os mesmos através de
softwares, e realizando simulacéo in silico, com o objetivo de obter um sRNA mais estavel e
eficiente. Dispositivos desenvolvidos foram capazes de modificar e programar células,
integrando sinais internos e/ou externos com processos celulares (MARS et al., 2016; YOO,
NA; LEE, 2013).

Moléculas sintéticas de sRNAs foram desenvolvidas anteriormente no grupo de
pesquisa SynBio por Lins et al. (2021) utilizando o software Ribomaker, ferramenta de desenho

de RNAs reguladores que adapta técnicas de deslocamento de fita derivadas da nanotecnologia
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combinadas com computacdo evolutiva (RODRIGO; JARAMILLO, 2014; ROSTAIN et al.,
2015). A mesma também utilizou o software NUPACK (ZADEH et al., 2012) para avaliar
computacionalmente as propriedades termodindmicas das sequéncias dos SRNAs em conjunto
com os riboswitches numa solu¢cdo com concentracdo determinada, prevendo a estrutura

secundaria formada pelo sistema riboswitch-sRNA.

Os sRNA:s sintéticos foram projetados para acionarem os riboswitches que controlam o
metabolismo de purinas e de riboflavina em B. subtilis ao atingirem o limiar de concentracéo
na célula. Foi desenhado um sRNA para cada um dos seis riboswitches de purinas, purg, xpt,
nupG, pbuE e pbuG, e para o riboswitch de FMN, ribDG. Neste sistema, 0 riboswitch
enddgeno, localizado downstream ao promotor, controla a expressdo génica de modo a manté-
la desligada quando a concentragéo de guanina, adenina ou FMN aumenta na célula. Em outra
unidade de transcrigdo se encontra o gene do sSRNA, cuja sintese € dependente do crescimento.
Assim, a sintese do sSRNA sera continua, devendo atingir o limiar de a¢éo no inicio da fase
exponencial de crescimento. Neste ponto, 0 SRNA pareia com o riboswitch na extremidade 5°-
UTR do mRNA e ativa a expressdo génica (Figura 4). Uma variacdo do SRNA-purkE também
foi construida com a fusdo da sequéncia da ribozima RiboJ a extremidade 5° do SRNA (LINS
et al., 2021).

Figura 4: sRNA direcionado a Riboswitch. O sSRNA pareia-se com o aptamero do riboswitch, induz um
dobramento alternativo de aptamero e evita a terminacao da transcricao.

ON OFF

Il riboswitch| ORF

Fonte: o autor.
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Posteriormente também foi projetado um sSRNA capaz de parear com 0 RBS do mRNA
contendo o gene purR, para assim bloquear o inicio da traducéo do gene. PurR é proteina uma
repressora que regula o inicio da transcricdo de varios genes envolvidos no metabolismo de
purina. O desenvolvimento do SRNA-purR antisenso foi realizado para comparar o desempenho

dos sSRNAs projetados para ligar-se a riboswitch com sRNAs antisenso tradicionais.

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi construir um novo modelo de controle da expressao génica em
B. subtilis utilizando sRNAs sintéticos, desenvolvidos previamente no grupo de pesquisa
SynBio, para serem empregados como ferramentas de engenharia metabdlica para controle da

biossintese de riboflavina na bactéria B. subtilis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

No presente trabalho utilizou-se E. coli Topl0 e DH5a para as clonagens génicas e

propagacao de plasmideos. Também foram utilizadas diferentes linhagens de B. subtilis:

e B. subtilis Marburg 168;

e B. subtilis KO7, uma linhagem que ndo secreta proteases, gerada por delecoes marker-
free a partir da linhagem PY79 (BGSC ID 1A1133).

e B. subtilis superprodutora de riboflavina (RF-SP), possui o0 operon rib sob controle do
promotor Pyeg € mutagdes nos genes ribC, tkt, e no riboswitch de FMN.

e B. subtilis RFAI, construida em trabalhos anteriores no grupo de pesquisa SynBio
AQA, a partir de B. subtilis KO7, cujo operon rib foi colocado sob controle do sistema
de autoinducdo S1IR7 (CORREA et al., 2020).

3.2. Meios de cultivos utilizados

e Meio de cultura LB (Luria-Bertani): 10 g/L triptona; 5 g/L extrato de levedura; 10 g/L
NaCl; pH 7,0-7,2.
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Para meio solido adicionar 16g/L &gar.
Suplementado com sacarose 2% m/v nos cultivos realizados.

e Meio Power (PW): 1 g.L? extrato de levedura, 25 g.L ™t NaNO3, 0.333 g.L?, KH2PO4,
1 g.L' Na2HPO4-12H20, 0.15 g.L* MgS0O4-7H20, 7.5 mg.L* CaCl2, 6 mg.L*
MnSO4-H20, 6 mg.L?, FeSO4 7H20, pH 7.0

Suplementado com sacarose 4% m/v nos cultivos realizados.

3.3.  Integracdo dos sSRNAs individualmente no cromossomo de B. subtilis

Os plasmideos utilizados nesta etapa, e listados abaixo, foram desenvolvidos em
trabalho anterior do grupo de pesquisa SynBio AQA (LINS et al., 2021).

pBS2E_Pgrac-sRNA-purkE
pBS2E_Pgrac-RiboJ-sRNA-purkE
pBS2E_Pgrac-sRNA-xpt
pBS2E_Pgrac-sRNA-pbuE
pBS2E_Pgrac-sRNA-ribDG
pBS2E_Pgrac-sRNA-purR

Os plasmideos acima listados foram extraidos utilizando o Kit PureYield™ Plasmid
Miniprep System (Promega), seguindo as orientagcdes do fabricante, a partir das linhagens de
E. coli. Estes plasmideos possuem Promotor Pgrac (induzivel por IPTG) controlando a
transcricdo do SRNA desenhado especificamente para ligar-se aos riboswitches purk, xpt, pbuk
e ribDG e ao mRNA purR. Os mesmos integram-se no locus lacA do genoma de B. subtilis,

conferindo a esse, resisténcia a eritromicina.

Para integracdo no cromossomo de B. subtilis RF-SP, os plasmideos (500 a 1500 ng)
foram adicionados a 250 pL de células competentes e 250 uL do meio SPII+EGTA [2 g/L
(NH4)2S04; 18,3 g/L K2ZHPO4x3H20; 6 g/L KH2PO4; 1 g/L citrato trissddico x 2H20; 2 mL
glicose 50%; 14 mL MgSO4x3H20 1,2%; 2 mL extrato de levedura 10%; 2 mL
casaminodcidos 1%; triptofano 20 pg/mL + 4 mL EGTA a 0,1 M, pH 8,0] e incubados a 37°C
por 1 hora a 220 rpm. As amostras (50 e 100 pL) foram semeadas em placas de Petri contendo

meio LB sdlido suplementado com eritromicina em concentragao final de 1 pg/mL. As placas
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foram incubadas a 37°C overnight em estufa microbioldgica. As coldnias crescidas foram
repassadas para LB liquido contendo eritromicina (1 pg/mL) e incubadas a 37°C overnight sob

agitacao de 220 rpm.

DNAs gendmicos das linhagens construidas foram purificados utilizando o Kkit
comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher) ap6s incubacdo da suspensao
de células com lisozima (10mg/mL) a 37°C por 30 min para digestdo da membrana celular.
gDNA foi utilizado como molde para reagfes de PCR com a enzima Phusion High-Fidelity
DNA Polimerase (Invitrogen) para confirmar a integragdo das partes no cromossomo. As
condicdes da PCR foram 4 uL de tampédo 5x Phusion HF, 0,4 uLL de dNTPs 10mM, 1 uL de
primer foward 10 uM, 1 pL de primer reverse 10 uM, 200ng gDNA, 0,2 pL de Phusion DNA
polimerase (2 U/uL), agua ultrapura para completar 20 pL. A reacdo foi desenvolvida no
termociclador com o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 98°C por 30 s, desnaturacéo
98°C por 10 s, anelamento 60°C por 30 s, extensdo 72°C a 1 min/kb (30 ciclos) e extenséo final
72°C por 10 min. Os produtos das reacdes de PCR foram analisados em gel de agarose a 1%
(m/v) submetido a eletroforese a 110 volts por 40 minutos. As bandas apos corrida eletroforeética

foram visualizadas utilizando fotodocumentador.

3.4. Construcao da linhagem contendo dois SRNAs

A partir dos resultados das linhagens desenvolvidas no item anterior, selecionou-se 0s
dois SRNAs que exibiram os melhores resultados de producéo de riboflavina e construiu-se uma
linhagem contendo os dois SRNAs, ambos controlados pelo promotor Pgrac separadamente. A
sequéncia do sSRNAs purR foi amplificada por reacdo de PCR utilizando a enzima Phusion
High-Fidelity DNA Polimerase (Invitrogen) e utilizando como molde o plasmideo construido
anteriormente contendo o SRNAs purR. A reacdo constituiu de dgua ultrapura para completar
50 pL, 10 pL tampdo 5x Phusion HF, 1 pL de dNTPs10 mM, 2,5 uL primer forward 10 uM,
2,5 pL primer reverse 10 uM, 100 ng DNA, 0,5 pL Phusion DNA polimerase (2U/uL). No
termociclador, as condi¢fes foram desnaturacéo inicial a 98°C por 30 s, desnaturacdo 98°C por
10 s, anelamento 55,2°C por 30 s, extensdo 72°C por 1:30 s (30 ciclos) e extensdo final 72°C
por 10 min. Os primers utilizados para amplificacdo foram desenhados contendo o sitio de
ligagdo para o padrdo de biobrick prefix (BBp — possui as sequéncias das enzimas de restricdo
EcoRI e Xbal) e biobrick suffix (BBs — possui as sequéncias das enzimas de restricdo Spel e

Pstl). A gualidade do DNA amplificado foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%
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desenvolvida a 110 volts por 40 min. As bandas ap6s a migracdo eletroforética foram

visualizadas utilizando fotodocumentador.

A sequéncia obtida por PCR foi fosforilada utilizando 1 uL de dpnl e apds entdo clonada
em plasmideo integrativo pBS2E ja contendo o SRNA ribDG construido anteriormente, usando
as enzimas de restricdo Spel e Pstl no plasmideo, e Xbal e Pstl na sequéncia do SRNA purR
para a digestdo (FastDigest, ThermoFisher). As condigdes para a digestdo foram as seguintes:
3uL de tampdo 10x FastDigest; agua miliQ para 30 pL; 800 ng de DNA; 1 ul de cada enzima.
O plasmideo foi desfosforilado utilizando 1 ul da enzima FastAP adicionada simultdneamente
na reacdo. A incubacdo foi feita por 2 horas a 37°C para o inserto e 6 horas para o plasmideo,
sendo logo ap6s purificada seguindo o protocolo do kit de purificagao PureLink™ Microbiome

DNA Purification Kit (ThermoFisher).

A enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) foi utilizada para ligacdo das partes. A reacao
constituiu em 2 pL de tampdo 10x T4 DNA ligase, agua ultrapura para 20 pL e 1 uL da enzima
T4 DNA ligase (400.000U/uL), utilizando 100 ng de plasmideo e 82 ng de inserto. As amostras

foram incubadas a 22°C por 2 horas e a enzima inativada a 65°C por 15 min.

A transformacéo foi realizada em células quimicamente competentes de E. coli TOP10.
A 50 pL das células foram adicionados 10 pL da reagio de ligagio. As amostras foram mantidas
no gelo por 30 m, incubadas a 42°C por 30 s, e por fim em gelo por 2 min para choque térmico.
Aliquotas de 250 pL de meio SOC liquido (5 g/L extrato de levedura; 0,5 g/L cloreto de sédio;
20 g/L triptona; 0,186 g/L cloreto de potéassio; 2,4 g/L sulfato de magnésio; glicose 20mM; pH
7,0-7,2) foram adicionadas as amostras e incubadas a 37°C por uma hora a 220 rpm. Apos
incubacdo, as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo meio LB sélido
suplementado com ampicilina com concentragdo final de 100 pg/mL. As placas foram
cultivadas a 37°C overnight em estufa microbioldgica. As coldnias crescidas foram repassadas
para meio LB liquido com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C overnight sob agitacao
de 220 rpm.

Os plasmideos extraidos das colnias crescidas foram submetidos ao sequenciamento
de Sanger para confirmacdo da clonagem. A reacdo de PCR para sequenciamento continha 1
uL Big Dye Mix, 3,5 uL tampdo de sequenciamento 5X, 2 uLL primer reverse ou primer foward
3,2 uM, 500 ng plasmideo purificado e agua ultrapura para 20 pL. As condigdes do
termociclador foram desnaturagdo inicial a 96°C por 1 min, desnaturagdo 96°C por 10 s,

anelamento 50°C por 5 s e extensdo 60°C por 5 min. As amostras amplificadas foram
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purificadas com o BigDye Xterminator Purification Kit (Applied Biosystems) seguindo as
condigdes fornecidas pelo fabricante. As sequéncias obtidas foram analisadas nos softwares

Sequence Scanner v 2.0 (Applied Biosystems) e Serial Clonner v 2.6.1 (Serial Basics).

Apds confirmacéo, o plasmideo contendo os dois SRNAs foi integrado no cromossomo

de B. subtilis RF-SP como descrito no item 3.3. A confirmagdo da integragéo feita por PCR.

3.5.  Construcao da linhagem contendo o sistema de SRNAs

3.5.1. Clonagem do operon de SRNAs

Para a construcdo do operon de sSRNAs, foram adquiridos 28 oligonucleotideos (Tabela
1) semicomplementares de DNA, os quais foram anelados e extendidos utilizando a técnica de
PCR Overlap Extension. Para tanto, foi necessario realizar primeiramente quatro reacdes de
PCR com diferentes conjuntos das sequéncias em cada uma (sequéncias 1 a 8; 7 a 12; 13 a 20;
e 19 a 28), a fim de evitar formacao de estruturas secundarias e pareamento inespecifico. As
reacdes foram montadas com 2,5 uM de cada oligonicleotideo. A partir dessas reaces foram
realizadas mais duas reacdes, sendo a primeira realizada com o produto obtido dos dois
primeiros conjuntos de sequéncias e a outra reacdo feita utilizando o produto obtido dos dois
altimos conjuntos de sequéncias. Para finalizar uma Gltima reacéo foi realizada utilizando o
produto obtido das duas reacdes anteriores. Todas as rea¢des foram feitas seguindo o protocolo
do fabricante da enzima Phusion High-Fidelity DNA Polimerase (Invitrogen), que constituiu
de agua miliQ para 20 pl; 0,4 pl de NTP’s (10 mM); 1 pl de primer foward (10 uM); 1l de
primer reverse (10 uM); 4 pl de tampéo 5x Phusion HF; 0,2 pl de Phusion DNA polimerase
(2U/uL). As reacoes foram desenvolvidas no termociclador nas condigdes: desnaturacéo inicial
igual a 98°C por 30 s; deshaturacao igual a 98°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s, extenséo
a 72°C por 40 s (30 ciclos), e extensdo final a 72°C por 5 min. Apos cada reacdo, a qualidade
do DNA amplificado foi analisada por eletroforese em gel de agarose. As bandas apds corrida
eletroforética foram visualizadas em transiluminador, e cortadas do gel para purificacdo
seguindo o protocolo do fabricante do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega).
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Tabela 1: Sequéncias 5° — 3° dos oligonucleotideos geradas no software GenDesign: Building Block
Design (RE Overlap) e arranjadas de forma a formar um tnico sistema de SRNAs.

Numeracéo

Sequéncia do Oligonucleotideo (5'-3")

1

CTATCGAATTCAAAAAAAAATCTAGAGGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTA

GCTCCCTTTTCCGTTAGCTTTTTCACCCCCGTACCGATTATGTTACAATAGCTGG

GAAAAAGCTAACGGAAAAGGGAGCGGAAAAGAATGATGTAAGCGTGAAAAATTT
T

ATCTCCCTTCCAATTTCAAGTGATAAGATAAAAAATTTTTCACGCTTACATCATT

ATCACTTGAAATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTGTGGAATTGTGAGC

TCCGGTGACAGCTAATTGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACAATTCTTATA

AATTCCCAATTAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTG

TTAAACAAAATTATTTGTAGAGGCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACCGGA

O oo|INoO|jO|B| W N

GCCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGATTCAACAATTATGTGAGGTCGTGTTTCTA

-
o

CATCAGAAGTGCAAGCACAGCACTTGACGACTAGAAACACGACCTCACATAATTG

[EEN
[EEN

AGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAAT

-
N

AGTTCATGAAGTTTCGTCGTTAAACAAAATTATTTGTAGAGGTCGTTTCGGCATC

-
w

TTTAACGACGAAACTTCATGAACTCACCCCCAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGC

-
SN

CGTTTCGGCATCACTGCCTCATCAGAAGTGCAAGCACAGCACTTGACGACT

-
(S}

GAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGATCATGTACG

[N
»

CGTTGAGCGCTGTCAGAAACAAGCCATCCTCGTACATGATCTTAAACAAAATTA

[N
~

CTTGTTTCTGACAGCGCTCAACGGGTGTGCTTCCCGTTCTGATGAGTCCGTG

[N
(o]

TAAACAAAATTATTTGTAGAGGCGCTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGAACGGGA

[EnN
©

CGCCTCTACAAATAATTTTGTTTAACCATATCTACGATGAGAGTTGTGTTCCAAG

N
o

TCAGAATTAAAAGCACATTAATTGACTCCTCTTGGAACACAACTCTCATCGTAGA

N
[

TCAATTAATGTGCTTTTAATTCTGATGAGACGGTGACGTCGAAACTCCCT

N
N

TTGTATAACCTATGGTTAAACAAAATTATTTGTAGAGGGAGTTTCGACGTCACCG

N
w

TTTTGTTTAACCATAGGTTATACAAGTGATGAGAGACGCCAGCTGTCACC

N
S

CACGGACTCATCAGACCGGAAAGCACATCCGGTGACAGCTGGCGTCTCTC

N
(S}

TCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATTTTGTTTAA

N
(op]

CAGAGATCAACGGATGAATGTCGCATAATTTAAACAAAATTATTTGTAGAGGCT

N
-~

GCGACATTCATCCGTTGATCTCTGACAAAGCCCGCCGAAAGGCGGGCTTT

28

GTGACTGCAGTTTTTTTTACTAGTAACAGAAAAGCCCGCCTTTCGGCGGG

Fonte: o autor. GenDesign: Building Block Design (RE Overlap) - http://54.235.254.95/cgi-
bin/gd/gdOliDes.cgi

O sistema com sRNAs sintéticos foi entdo clonado no plasmideo integrativo pBS2E

utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl para a digestdo tanto do inserto quanto do

plasmideo. Como dito anteriormente, este plasmideo se integra no l6cus lacA do B. subtilis e

possui 0 gene erm de resisténcia a eritromicina. Contém também o gene da RFP (Red

Fluorescent Protein) e de resisténcia a ampicilina (bla) para clonagens em E. coli (RADECK et

al., 2013).


http://54.235.254.95/cgi-bin/gd/gdOliDes.cgi
http://54.235.254.95/cgi-bin/gd/gdOliDes.cgi
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As condicOes para a digestdo do plasmideo pBS2E foram as mesmas descritas no item
3.4., sendo que as condic¢des da digestdo do sistema de SRNAs utilizadas foram: 1uL de tampao
5x FastDigest; &gua miliQ para 20uL; 400 ng de DNA; 0,5 pL de cada enzima. A incubacéo foi
realizada por 90 min a 37°C e a inativacdo a 80°C por 20 min. Para a ligacdo das partes digeridas
0 protocolo utilizado também foi 0 mesmo do item 3.4., bem como a transformacéo em células
quimicamente competentes de E. coli TOP10 e a confirmacdo por meio de sequenciamento do

tipo Sanger.

3.5.2. Mutagdo sitio-dirigida

O sequenciamento do plasmideo pBS2E com o operon de sRNAs, mostrou a
necessidade da realizacdo de mutacgdo sitio-dirigida com a finalidade de reparar mutacGes
pontuais com potencial de alterar a estrutura, e consequente funcdo, das RiboJs presentes no
operon. Para tanto, foram desenhados primers especificos através do software PrimerX
(LAPID; GAO, 2006), uma ferramenta capaz de projetar pares de iniciadores mutagénicos com
base na sequéncia de DNA molde e na sequéncia de DNA com a mutacao incorporada. As
sequéncias iniciadoras sdo calculadas analisando o comprimento apropriado que codifica a

mutacdo e seguem as restricdes especificas, além da temperatura de fuséo e contetdo de CG.

Sendo assim, o plasmideo pBS2E_Pgrac-sRNAoperon foi submetido a reacdo de
mutacdo sitio dirigida nas seguintes condicdes: 50ng DNA molde; agua miliQ para 20 uL;
primer foward 125 ng; primer reverse 125 ng; 0,4 uL de dNTP’s (10 mM); 4 uL de tampéo 5x
Phusion HF; 0,4 pL de Phusion DNA polimerase (2U/uL). A reacdo foi desenvolvida no
termociclador nas condic@es: desnaturacao inicial a 95°C por 60 s, desnaturacdo a 95°C por 50
s, anelamento a 60°C por 50 s, extensdo a 72°C por 7 min, sendo um minuto para cada kb (18
ciclos); e extensdo final a 72°C por 7 min. Logo apos, foi adicionado a reacdo 1 puL de Dpnl, e

a reacdo foi incubada por 1 h a 37°C. a fim de digerir o DNA molde.

A transformacao foi realizada em células quimicamente competentes de E. coli TOP10,

como ja descrito no item 3.4., utilizando 20 pL da reacdo.

Para a transformacdo em B. subtilis, foram escolhidas trés diferentes linhagens para
testar a eficiéncia do sistema B. subtilis KO7, o B. subtilis RF-SP e B. subtilis RFAI (linhagem
KO7 cujo operon rib estad sob controle de um sistema de autoindugdo). O plasmideo foi

integrado no l6cus lacA do cromossomo.
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3.6.  Cultivo das linhagens obtidas em tubos

As linhagens de B. subtilis construidas foram inoculadas em placas de Petri contendo
meio LB sélido suplementado com eritromicina (1ug/mL). Também foram inoculados B.
subtilis 168 (para controle negativo), nos testes iniciais, e B. subtilis RF-SP, KO7 e RFAi em
placas de Petri contendo meio LB sélido. As placas foram incubadas a 37°C overnight em estufa
microbioldgica. As colbnias crescidas foram passadas para LB liquido (suplementado com
eritromicina 1 pg/mL quando necessario) e incubadas a 37°C overnight sob agitacdo de 220
rpm. Uma aliquota deste foi entdo inoculada em meio PW e em meio LB, e os cultivos

incubados novamente a 37°C overnight sob agitacdo de 220 rpm.

Apo6s o tempo de incubagdo foi determinada a OD a 600nm no leitor de microplacas
Infinite M200 (Tecan) e realizado novo inoculo de forma a padronizar a ODego inicial em 0,1
em 5 mL de meio PW e em 5 mL de meio LB. Os cultivos foram incubados a 37°C sob agitacédo
de 220 rpm

3.7. Aumento de escala

De acordo com os dados obtidos nos testes realizados em tubo nos experimentos com
0s SRNAs individuais e com o sistema de sRNAs, foram selecionadas as linhagens que
apresentaram melhor producéo e produtividade (producdo/OD) de riboflavina. Essas linhagens
foram entdo submetidas aos mesmos processos de preparacdo do inoculo descritos
anteriormente com o cultivo principal desenvolvido em frasco de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 20 mL de meio PW. O cultivo foi desenvolvido a 37°C sob agitacdo de 220 rpm por
27 h. Vale ressaltar que a linhagem contendo os dois SRNAs ndo foram avaliadas em escala de

tubo, somente em frascos Erlenmeyer.

Apos resultados obtidos por esses cultivos, observou-se uma necessidade de otimizacao
das condicdes de cultivo utilizadas. Sendo assim, optou-se pela diminuicdo da velocidade de
agitacdo para 150 rpm, pela suposicdo de que a aeracdo obtida pela maior area do frasco e
agitacdo anterior poderiam estar favorecendo o crescimento em detrimento da producdo de
riboflavina. Além disso, o cultivo foi desenvolvido por 40 h, visto que a agitacdo mais lenta

prolongou a fase produtiva.
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3.8.  Producéo de Riboflavina

Em todos os cultivos foram coletadas amostras de 1 mL para analises. As amostras

foram coletadas no inicio do cultivo as 15h, 20h, 24h e 40h ap06s o inicio.

As amostras foram analisadas quanto a densidade 6ptica a 600 nm (DOsoo) Nno leitor de
microplacas Infinite M200 (Tecan) e no espectrofotdmetro UV-Vis Genesys 10S (Thermo) para
determinar o crescimento da cultura. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacéao
a16.000 xg por 30 min, para sedimentacao das celulas. O sobrenadante foi recolhido e analisado

quanto & fluorescéncia (excitacdo 445nm e emissao 524nm) no leitor de microplacas.

A leitura de fluorescéncia foi realizada principalmente nos testes iniciais em tubo, por
ser mais simples e ter tempo de analise mais rapido, permitia uma analise rapida do perfil de
producéo de riboflavina das cepas cultivadas. Para isso, foi realizada uma calibracdo utilizando
solugdes padrdes de riboflavina (Sigma Aldrich) que foram preparadas nas seguintes
concentragoes: 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM. A partir dessas solugdes

foi feita uma curva-padrao para calcular a producéo de riboflavina pelas cepas construidas.

Vale ressaltar que nos ultimos experimentos, apds a otimizacao das condi¢cdes de cultivo
em frascos Erlenmeyer, foi observado o acimulo da riboflavina em forma de cristais, devido a
baixa solubilidade da mesma, dessa forma para evitar perda de riboflavina durante a
centrifugacdo, as amostras foram diluidas anteriormente para solubilizar a riboflavina
acumulada, tendo os valores de concentracdo corrigidos de acordo com a diluicdo apos a

quantificacgéo.

Em seguida foi adicionado ao sobrenadante das amostras &acido Tricloroacético
(concentracdo final igual a 1%), sendo, ap6s misturar bem, centrifugado em velocidade méaxima
por 20 minutos com o objetivo de precipitar as proteinas existentes. O sobrenadante entdo foi
diluido de acordo com a curva de calibracéo feita para analises em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

O sistema de HPLC utilizado foi da classe Shimadzu (Shimadzu Scientific Instruments)
consistindo de bomba modelo LC-20AD, controlador de sistema CBM-20A, detector fotodiodo
SPD-M20A e coluna Poroshell 120 EC-C18 de 50 x 3 mm com tamanho de particula 2.7 um
(Agilent Technologies) em forno isotérmico a 30°C. Para detectar a riboflavina a absorbancia
foi monitorada em 445 nm pelo detector de fotodiodo. Uma aliquota de 20 puL de padrao ou

amostra foi injetada na coluna e a separacéo foi realizada usando fluxo continuo de 0,5 mL/min
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em fase movel contendo 82% do solvente A (20 mM de Acido férmico + 20 mM de Formiato
de amodnio) e 18% do solvente B (Metanol padrdo HPLC). O solvente A foi filtrado com
microfiltro 0,45 um e ambos os solventes foram degaseificados usando ultrassom por 10

minutos.

A curva de calibracdo também foi feita utilizando solucbes padrbes de riboflavina
(Sigma Aldrich) que foram preparadas nas seguintes concentragoes: 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25
uM, 50 uM, 100 uM e 200 uM. A partir dessas solugdes foi feita uma curva-padréo para calcular

a producdo de riboflavina pelas cepas construidas.

As amostras ja diluidas e os padrdes preparados foram entdo filtrados utilizando filtro
hidrofilico PTFE 0,20 pum e injetadas no sistema de HPLC, de acordo com o que foi apresentado

anteriormente.

3.9.  Anadlises estatisticas

Todos os experimentos realizados neste projeto foram efetuados em triplicata e nas mesmas
condicdes para obtencdo de médias e desvios padrdo. Nos dados de producéo e produtividade
obtidos dos cultivos realizados foi feita analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey (95% de
confianga) utilizando o software Minitab (versdo 10.0.19041) para comparar as médias e
observar a significancia dos resultados. Quando os dados se apresentaram nao-parametricos o

teste Kruskal-Wallis foi utilizado.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Calibracao para quantificacdo da riboflavina em HPLC

Inicialmente foram injetadas amostras de riboflavina em diferentes concentracdes no
HPLC para verificacdo do tempo de retencdo na coluna e quantificacdo da area do pico de
deteccdo. Como pode ser observado, a riboflavina apresentou picos e areas bem definidos
(Figura 5 A), permitindo o desenvolvimento de uma reta-padréo eficaz na determinagdo de
concentracdo desta molécula, com base na rea de pico obtida no cromatograma (Figura 5 B).
A equacdo da reta foi calculada e o R? foi adequado para predizer as concentragbes de

riboflavina das amostras analisadas.
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Figura 5: Calibracdo do HPLC com riboflavina. A. Cromatograma para riboflavina a concentracéo de
200 uM obtido em HPLC. B. Curva de calibracdo do HPLC para diferentes concentraces de riboflavina,
contendo a equagéo da reta e o R? calculados.
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Fonte: o autor.

4.2. Determinacdo do meio a ser utilizado e avaliacdo de crescimento celular

utilizando as cepas contendo os SRNAs individuais

O teste foi realizado com dois diferentes meios, 0 meio Pw e o meio LB, com o objetivo
de determinar qual seria o melhor deles para o crescimento das linhagens e producdo de

riboflavina.

Foram inoculadas em ambos 0s meios as linhagens de B. subtilis do tipo selvagem 168
(controle negativo), B. subtilis RF-SP (controle positivo), e as seis linhagens de B. subtilis RF-
SP contendo cada um dos sSRNAs. Para analise foram coletadas amostras no inicio e apos dez

horas de cultivo foram feitas coletas a cada hora até completar 24 horas de cultivo.

Comparando os meios testados, as linhagens engenheiradas de B. subtilis cresceram de

forma similar (Figura 6). Apenas a linhagem 168 apresentou crescimento restrito em meio PW.
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As linhagens B. subtilis RF-SP::sSRNA-purR, B. subtilis RF-SP::sRNA-ribDG e B. subtilis RF-
SP::sSRNA-xpt apresentaram um padrdo de crescimento similar & linhagem parental nos dois
meios. Isso é um indicio de que a expressdo dos SRNAs ndo representa um fardo metabdlico

para as células.

Os resultados obtidos tanto com 0 meio LB quanto com 0 meio Pw mostraram-se ndo-
paramétricos, exigindo a utilizacdo do método estatistico de Kruskal-Wallis que demonstrou
diferenca significativa entre os resultados de crescimento entre as cepas, no meio Power a cepa
parental acabou sofrendo uma decaida no seu crescimento, provavelmente pela constituicdo do

meio.

Figura 6: Crescimento celular de diferentes linhagens de B. subtilis RF-SP. A. Em meio LB. B. Em
meio PW.
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Em relacdo a produgdo de riboflavina, nota-se que no meio Pw (Figura 7 B) essa se deu
de forma similar, e nos casos do B. subtilis RF-SP::sSRNA-purR, B. subtilis RF-SP::sRNA-
riobDG e B. subtilis RF-SP::sRNA-xpt superior ao do controle positivo, mostrando assim
eficiéncia na reprogramacéo do metabolismo de riboflavina na célula. Como demonstrado por
Lins et al. (2021) em estudo realizado in vitro os SRNAs sintéticos foram capazes de contrapor
a regulacéo dos riboswitches, bloqueando a formagéo do terminador e favorecendo a formacéo
do anti-terminador. Como resultado, ocorre a transcricdo integral do gene, mesmo com a
presenca de altas concentragdes de purinas. A autora também demonstrou que sistemas de

riboswitch-sRNA em B. subtilis apresentam-se funcionais a partir de testes com gene reporter.

Entretanto ao analisar os dados obtidos em meio LB (Figura 7 A) observa-se que a
producdo de riboflavina das linhagens contendo os SRNAs foram mais baixas que o controle
positivo, com excec¢do de B. subitilis::sSRNA-xpt e B. subitilis::SRNA-ribDG. Estes produziram
riboflavina em niveis similares ao controle. O mesmo também ocorre quando se avalia a
produtividade (producdo/ODseo) (Figura 1 C). Ja nos cultivos em meio Pw € possivel observar
que em todos os casos a produtividade foi maior que a do controle positivo (Figura 1 D), Unica
excecdo B. subtilis::sRNA-purE, que teve um resultado estatisticamente igual a cepa parental.
A andlise da producgdo/ODepo permite identificar potenciais bons produtores com dificuldades
de crescimento na condicdo estabelecida, o que pode indicar necessidade de otimizacdo mais

extensa do meio e condicdes de cultivo.
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Figura 7: Producéo de riboflavina em diferentes linhagens de B. subitilis em meio LB (A) e em meio
PW (B) e Produtividade em meio LB (C) e em meio Power (D). Onde: SP = B. subitilis RF-SP; purE =
B. subitilis RF-SP::sRNA-purE; RiboJ = B. subitilis RF-SP::sSRNA-RiboJ-sRNA-purE; xpt = B. subitilis
RF-SP::sSRNA-xpt; ribDG = B. subitilis RF-::sSRNA-ribDG; pbuE = B. subitilis RF-SP::sSRNA-pbuE;
purR = B. subitilis RF-SP::sSRNA-purR. Anélise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas
com letras diferentes (a, b e c) séo significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

Com base nos resultados apresentados, observou-se que a producao de riboflavina pelas
linhagens engenheiradas foi mais eficiente utilizando o meio Pw do que em LB, levando a

utilizacdo deste meio nos experimentos subsequentes.

4.3.  Producéo de riboflavina em linhagens contendo sRNAs individuais

4.3.1. Crescimento celular e producéo de riboflavina em escala de tubo

Definido 0 meio no qual iria se seguir 0s experimentos, o cultivo utilizando as linhagens
contendo os sSRNAs individuais foram realizados novamente, coletando-se, dessa vez, amostras
do inicio do cultivo e apds 20 h de cultivo. A partir desta etapa, a quantificacdo de riboflavina

passou a ser realizada por HPLC.
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Observou-se que, em relagéo ao crescimento ndo houve diferenca significativa do teste
realizado anteriormente, tendo as linhagens de B. subtilis contendo os sSRNAs crescimento
estatisticamente similar a linhagem de B. subitilis RF-SP (parental). Destacaram-se aqui as
linhagens B. subtilis::sSRNA-purE e B. subitilis::RiboJ-sSRNA-purE, que apresentaram um

crescimento levemente superior ao controle (Figura 8 A).

Figura 8: A. Crescimento de diferentes linhagens de B. subitilis em meio PW. B. Producdo de
riboflavina pelas linhagens de B. subtilis apds 20 horas. Onde: SP = B. subitilis RF-SP; purE = B. subitilis
RF-SP::sSRNA-purE; RiboJ = B. subitilis RF-SP::sSRNA-RiboJ-sSRNA-purE; xpt = B. subitilis RF-
SP::sSRNA-xpt; ribDG = B. subitilis RF-::sSRNA-ribDG; pbuE = B. subitilis RF-SP::sSRNA-pbuE; purR
= B. subitilis RF-SP::sSRNA-purR. Anélise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas com
letras diferentes (a e b) sdo significativamente diferentes.

A 23
2,2
21
Qo
8 20
o
[=]
19
1,8
1,7
purk Ribo J xpt ribDG pbuk purR
Llnhagens
B 1800
b
1600
1400
s
3 1200
E 1000
>
© 80
=
=]
8 600
4
400
200
0
purg Ribo J xpt bDG pbuE purR
Linhagem

Fonte: o autor.

Entretanto, ao considerar a producéo de riboflavina (Figura 8 B), notou-se que B. subtilis
RF-SP::sRNA-purR, B. subtilis RF-SP::sRNA-ribDG e B. subtilis RF-SP::sRNA-xpt foram os
unicos que apresentaram producdo maior de riboflavina que o controle, apesar de todas as

amostras apresentarem picos com areas de forma bem definida e isoladas de quaisquer
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interferentes. A producéo foi tdo superior nessas cepas que a cepa com xpt, que foi a com melhor
resultado, produziu quase 48% a mais que a cepa controle. Importante ressaltar aqui, que a
unidade de transcricdo desses SRNAs se encontram em coOpia Unica no genoma em uma
linhagem estavel, demonstrando um resultado muito promissor. E importante ressaltar também
que o desempenho baixo dos outros SRNAs néo significa necessariamente que eles ndo estéo
agindo corretamente. E possivel que as conversdes pela enzima cuja expressio € regulada ja
funcionem em capacidade maxima, ou seja, pode ser que seja funcional, como ja foi
demonstrado em trabalhos anteriores (LINS et al., 2021), porém no metabolismo o aumento da

expressdo génica ndo resulte no aumento do fluxo pela via.

Outra possivel causa para a baixa producdo das linhagens restantes sdo as taxas de
transcricdo e degradacdo (RNA turnover) que determinam a quantidade de RNA transcrito em
uma célula. Como o RNA possui um tempo de meia vida baixo sendo degradado por RNases,
pode-se sugerir que isso tenha ocorrido com o0s sSRNAs inseridos, diminuindo assim a
capacidade de acéo na regulacdo génica dos riboswitches (CASCANTE-ESTEPA; GUNKA,;
STULKE, 2016). Uma possivel solugdo € justamente a insercdo de sequéncias com estruturas
secundarias complexas ao sSRNA, aumentando assim a estabilidade na célula (CONDON,
2003). Essa estratégia foi utilizada na linhagem de B. subitilis:: RiboJ-sRNA-purE, que possui
uma RiboJ fusionada a extremidade 5° do sRNA. Apesar de ter se mostrado eficaz
anteriormente (LINS et al., 2021), a estratégia ndo resultou em maior producéo de riboflavina,
reforcando a indicacdo de que a expressao do operon pur ndo é limitante para a biossintese de

riboflavina na linhagem parental.

4.3.2. Aumento de escala para frascos Erlenmeyer

A partir dos dados obtidos nos experimentos descritos anteriormente, selecionou-se as
linhagens B. subtilis RF-SP::sSRNA-purR, B. subtilis RF-SP::sSRNA-ribDG e B. subtilis RF-
SP::sRNA-xpt que apresentaram os melhores resultados em relacdo a producéo de riboflavina,
assim como a linhagem de B. subtilis RF-SP como controle, para cultivo em frascos Erlenmeyer
de 250 mL preenchidos com 20 mL de meio Pw. Foram feitas coletas de amostras para avaliar

crescimento e producdo no inicio do cultivo e apos 15, 20 e 27 h de cultivo.

O crescimento das linhagens foi favorecido no cultivo em frasco Erlenmeyer (Figura 9

A), como esperado, devido a melhor distribuicdo de oxigénio e nutrientes. Dentre as linhagens
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analisadas, a que se destacou foi a linhagem contendo o SRNA-ribDG que, mesmo apés 27 h,

ainda apresentava crescimento aparentemente exponencial.

Figura 9: A. Crescimento celular medido em espectrofotémetro das linhagens de B. subtilis RF-SP
contendo os SRNAs xpt, ribDG e purR, separadamente, bem como da linhagem parental (SP) ap6s 27h
de cultivo em frasco Erlenmeyer sob agitagdo de 220 rpm. B. Produgéo de riboflavina realizada pelas
linhagens de B. subtilis. C. Producdo de riboflavina em relagdo ao tempo das linhagens de B. subtilis.
D. Produtividade de riboflavina realizada pelas linhagens de B. subtilis. Analise de variancia com valor
p<0,05; médias identificadas com letras diferentes (a e b) sdo significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

Em relacdo a producéo de riboflavina analisada por HPLC, as linhagens construidas ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si e em comparacdo a linhagem
controle (Figura 9 B). Entretanto ao analisar a producdo de riboflavina de acordo com o tempo
(Figura 9 C), é possivel notar que todas as linhagens construidas produziram maior quantidade
de riboflavina em relacdo ao controle até as 20h de cultivo. Contudo, as 27h é possivel notar
que a cepa contendo 0 SRNA-ribDG diminui consideravelmente a sua velocidade de produg&o.
Ao analisar a produtividade (Figura 9 D) a Unica linhagem que foi melhor que o controle foi B.

subtilis::sRNA-xpt, sendo o resultado estatisticamente diferente dos demais.
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Entretanto essa limitacdo de producdo pode ser proveniente de um problema com as
condicdes de cultivo aplicadas ao realizar aumento de escala, tendo em vista que o tempo de
producao de riboflavina em B. subtilis é relativamente alto, como ja foi averiguado em diversos
estudos. Um exemplo foi demonstrado no trabalho realizado por Perkins e seus colaboradores
(1999), onde utilizando uma cepa de B. subtilis contendo vérias copias do operon rib em seu
cromossomo, produziu-se cerca de 15 g/L de riboflavina em 56h de cultivo, em fermentador

com condices ja otimizadas.

Outro fator que pode ter contribuindo para a baixa producéo é a agitacdo do meio, essa
hipétese foi levantada ao se comparar os resultados obtidos em tubo com os obtidos em
Erlenmeyer. Enquanto que nos cultivos em Erlenmeyer nenhuma linhagem ultrapassou a
concentracdo de 900 uM de riboflavina, em tubo a melhor linhagem atingiu producéo em torno
de 1600 uM. Ao contrario do Erlenmeyer, o tubo de ensaio ndo permite uma boa oxigenacéo
do meio. Assim, pode-se inferir que essa diferenca de oxigenacdo esteja fazendo com que o

microrganismo priorize o acumulo de massa celular em detrimento da producéo de riboflavina.

Entdo, visando contornar este problema outro cultivo em Erlenmeyer foi realizado
utilizando uma velocidade de agitacdo menor (150rpm) e aumentando o tempo de cultivo para
40h.

Como esperado, o crescimento celular das cepas foi prejudicado pela diminuicdo da
aeracdo (Figura 10 A), apesar das linhagens contendo os sRNAs ribDG e purR ainda
apresentarem crescimento elevado para as condicdes de cultivo. Outro estudo realizado com
cepas com modificacbes no riboswitch ribDG e no gene purR editadas através da técnica de
CRISPR-Cas9, com o0 mesmo objetivo de criar uma cepa produtora de riboflavina, também
apresentou uma melhoria na densidade celular semelhante a encontrada neste trabalho. As
modificacdes foram realizadas tanto em B. subtilis 168 quanto em B. subtilis RF-SP, e em
ambas alcancaram densidades celulares acima das cepas parentais. Principalmente a cepa B.
subtilis RF-SP, que apresentou aumento de 53% no crescimento celular em 16h (Boumezbeur
et al., 2020). Ja as linhagens B. subtilis RF-SP::sSRNA-purR e B. subtilis RF-SP::sSRNA-ribDG,
construidas neste trabalho, apresentaram aumento da densidade populacional em 170% e 160%,
respectivamente, apds 40h. Alcancar melhorias de crescimento anédlogas usando ferramentas
diferentes indica que ha niveis ndo previstos de limitacdo de crescimento de expressdo génica

nas vias de purina e riboflavina que foram aliviados por ambas as abordagens.
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Em relacdo a producdo de riboflavina (Figura 10 B), os sRNAs ribDG e purR
promoveram maior produgdo em relagéo ao controle. Mas a diferenga néo foi estatisticamente
relevante, ja que o controle apresentou um alto desvio. Ainda assim, a producéao de riboflavina
para essas linhagens superou os valores obtidos em tubo em cerca de 82% e 76%,
respectivamente. A linhagem contendo o sSRNA xpt apresentou produgdo menor do que o
restante, mas ndo estatisticamente diferente do controle. A producdo de riboflavina para essa
linhagem manteve o mesmo nivel que em escala de tubo. O desempenho do SRNA-xpt mostrou-

se abaixo do esperado, com base nos resultados anteriores.

Em relacdo a produtividade (Figura 10 C), a Unica linhagem estatisticamente similar ao
controle foi a que continha o SRNA xpt, sendo que as outras duas linhagens apresentaram
valores menores.

Figura 10: Crescimento celular (A), producdo (B) e produtividade (C) das linhagens de B. subtilis
contendo os SRNAs xpt, ribDG e purR, separadamente, bem como da linhagem parental (SP) ap6s 40h
de cultivo em frasco Erlenmeyer sob agitacdo de 150 rpm. Analise de variancia com valor p<0,05;
médias identificadas com letras diferentes (a e b) sdo significativamente diferentes.
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4.4. Producao de riboflavina por linhagem contendo dois SRNAs

De acordo com os resultados obtidos no item anterior, analisou-se a possibilidade de
construcdo de uma cepa que possuisse 0s dois SRNAS que se mostraram mais promissores,
sendo eles 0 SRNA-ribDG e 0 SRNA-purR, para mensurar se o efeito obtido individualmente
poderia ser somatdrio ao se colocar os dois juntos. Sendo assim, cada SRNA formando sua
prépria unidade de transcri¢cdo foi integrado no genoma de B. subtilis RF-SP.

A linhagem obtida foi cultivada utilizando os parametros ja estabelecidos no item
anterior de agitacao e tempo de cultivo, em frascos Erlenmeyer. A insercdo de dois SRNASs no
cromossomo de B. sutilis RF-SP, aparentemente, ndo interferiu na capacidade da célula de
acumular biomassa, tendo seu crescimento celular superior ao controle. Isso demonstra que,
apesar de ter adicionando mais uma unidade de transcrigéo, os SRNAS ndo parecem apresentar

carga metabdlica significativa para a célula (Figura 11 A).

Figura 11: A. Crescimento celular realizado pelas linhagens de B. subtilis contendo os SRNAs ribDG e
purR, no mesmo locus, bem como o controle sem nenhum sRNA (SP) apds 40 horas de cultivo em
frasco Erlenmeyer contendo meio PW com agitacdo de 150 rpm. B. Producdo de riboflavina realizada
pelas linhagens de B. subtilis. C. Produtividade de riboflavina realizada pelas linhagens de B. subtilis.
Andlise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas com letras diferentes (a e b) sdo
significativamente diferentes.
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Analisando a produgéo (Figura 11 B), a linhagem contendo os dois SRNASs apresentou
um aumento na concentracdo de riboflavina de 65% em relagéo ao controle, demonstrando que
a estratégia de se utilizar os SRNAs ribDG e purR simultaneamente para 0 aumento da producao
foi eficiente.

Entretanto, é importante observar que a produtividade (Figura 11 C) demonstrou
diferenca estatistica entre as linhagens cultivadas, o que pode ser explicado pelo melhor
crescimento das culturas da linhagem B. subtilis::sSRNA-ribDG-sRNA-purR comparado ao
crescimento da linhagem parental. A melhora na capacidade de crescimento foi anteriormente
observada para as linhagens expressando 0s sSRNAs individualmente. O baixo crescimento é
um problema da linhagem B. subtilis RF-SP em diferentes meios de cultura, que,

aparentemente, foi solucionado pelos SRNAs.

A fim de melhor avaliar a produg&o de riboflavina por essa linhagem, um novo cultivo

foi desenvolvido em paralelo com outras linhagens promissoras, e sera apresentado no item 4.6.

4.5.  Producéo de riboflavina em linhagens contendo operon de SRNAs

4.5.1. Integracdo do sistema de SRNAs no cromossomo de B. subtilis

A fim de avaliar a atividade conjunta dos SRNA no metabolismo de riboflavina, foi
construido um operon de sRNAs. A insercdo de muitas sequencias repetitivas, neste caso
promotor e terminador, pode resultar em recombinacdo homdéloga no cromossomo da célula,
resultando em excisdo das sequencias inseridas. Para evitar esse problema e ainda assim
construir uma linhagem portando mais de dois SRNAs, foi construido um operon onde apenas
um promotor e um terminador governam a transcricdo de cinco SRNAs. Para promover a
separacao dos SRNAs e permitir que individualmente encontrem seus alvos, foram adicionadas
ribozimas do tipo RiboJ. As RiboJs foram testadas em fusdo com os SRNA in silico no pacote
Nupack (ZADEH et al., 2012). Nenhuma alteracdo de estrutura e funcdo foi detectada na

simulacéo.

Ao sequenciar o plasmideo contendo o operon de sSRNAs construido por overlaping
PCR, foi possivel observar cinco muta¢@es pontuais na sequéncia de nucleotideos codificadora
(Figura 12 e Figura 13). Nota-se que as muta¢Ges ocorreram nas sequéncias das diferentes

RiboJs presentes no sistema.
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Figura 12: Alinhamento entre sequéncia do sistema de SRNAs clonados em E. coli TOP10 (na imagem
Seq_1) e sequéncia obtida através de sequenciamento realizado com primers foward (A) e reverse (B)
(na imagem Seq_2). Onde em: Azul observa-se os nucleotideos correspondentes ao promotor Pgrac;
Roxo os nucleotideos correspondentes a ribozima RiboJ; Marrom os nucleotideos correspondentes ao
SRNA regulador do riboswitch purE; Laranja os nucleotideos correspondentes a ribozima RiboJ60;

os nucleotideos correspondentes ao SRNA regulador do riboswitch purR; 0S
nucleotideos correspondentes ao SRNA regulador do riboswitch nupG; Cinza os nucleotideos
correspondente a ribozima RiboJ10; Rosa os nucleotideos correspondentes ao SRNA regulador do
riboswitch xpt; VVermelho os nucleotideos correspondentes a ribozima RiboJ64; Verde os nucleotideos
correspondentes ao SRNA regulador do riboswitch pbuE; Azul escuro os nucleotideos correspondentes
ao sSRNA regulador do riboswitch pbuG; Vinho o terminador T500; A seta indica onde os nucleotideos
foram deletados durante o processo de sintese e clonagem do sistema.
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Fonte: o autor.
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Figura 13: Cromatograma do sequenciamento realizado com primers foward (A) e reverse (B).

A

g mo me
CTMGGATGATTTCT(EGIA!tCG(GGCCGCTTCTAGAGﬁGTACCAGCT ATTGTAACATAATCGGTACK AAAGCTAAC GGA
sequence

Led Consensis

CTAAGGATGATTTCTGGaat tCGCGGCCGCTTCTAGAGGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTACGGGGGT GAAAAAGCTAACGGAAAAGGGAGCGGA

aligned sequence Conatrugio 26 Oparcnshis (1) (Comtrugho_JE_Qpercnsiths (1), xdna)

oot o et X DX

\GGCTAACK AAAA

aligned sequence We?_GH1_2010-8-28 (NHOT_GR1_2914-04-28. 1)

AAAGAATGATGTMGCGTGAAMATTTTTTATCTTATCACTT GAAATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAA

s seauence ncitled Consensis

AAAGAATGATGTAAGCGTGAAAAATTTTTTATCTTATCACTTGAAATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAA=TTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAA

‘aligned sequence Construgio,2E Opersnsinas (1) (Construcis, 3£, Qperensits (1).xina)

s b IO 00 v+ o W 00 M L
W“GATGYAAGCG GAAAAAATTTCTTTATCTTATCACTTGAAATTGGAAGGGAGATTC=TTATTATAGGAAT TTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAA

‘sequence NRYT.GO12015-88-28 (NROY.GHL2915-88-28.201)

TTCCCMTTAGCTGTCGSC(GGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCG\'GAGGACGAMCAGCCTCTACMATAAW‘ITTGTTTAAGATTCMCAAA\TA
Consensus sequence Untitied Consensus

TTCCCAATTAGCTGTCACC=GGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAA=" ‘GTTTAAGATTCAAC=AATTA
omrx SEESSSSSSSSeSSSSEES——_————— L meE

aligned soquence Construgho_JE_parcnsimns (1) (Canstrugho_26_Opercnsins (1), sd)

y =

Sano00008 A eSO XX el ON A I XKD
TTCCCMTTAGCTGTCACCGGGATGTGC CCCGPBTGATGAGTCCGT-AGGACGAMCAGCCTCTACMATAA G AAEATTCAACAMTTA
120130038 Cd7-Go1_2013-88-28. 20

TGTGAGGTCGTGTTTCTAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAACGACGAAA
‘consensus sequence Lnti tied Consansus

TGTGAGGTCGTGYTTCYAGTCGYCMGTGCTGTGCTTGCACTTCYGATGAGSCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACMATMTTTTGTTTMCGACGAAA
Pk

e T ——p—T—

: Y 0 LY
TGTGAGGTCGYGTTTCYAGYCG AAGTGCTGTGCTTGCACTTCTOATGAGGCAGTGATGECGEAACGACCTCTACAAATAATTTTGT TTAACGACGARA
imed sequence 1847G012013-0-28 (BT CAL_I015-80-28 85

CTTCATGAACTCACCCCCAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGATCATG
consensus soquence intities Consansus

CTTCATGAACTCACCCCCAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGATCATG
urk nus

aligned sequence Comstrugho. 26 Operansits (1) (Construsdo. 26 Operomsihs (1), wde)

CYX o\ A
CTTCATGMCTCACCCCCAGTC TCAAGTGCTGTY TGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGMACGACCTCTACMATMTTTTGTTTAAGATCATG

HL2015-08-28 (NRHT_GO1.3019-08-28.201)

TACGAGC\AYGGCTE?‘HLCJ ‘GACAGCGCTCAACGGGTGTGCTTCCCGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGCGCCTCTACAAATAATTTTGTTTAACC
Contensus soquence consenein

TACGAGGATGGCTTGTTTCTGACAGCGCTCAACGGGTGTGCTTCCCGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGCGCCTCTACAAATAATTTTGTTTAACC
™3 . b1 8
aligned sequence Comstrucho. 28 Opercnsias (1) (Construsdo. 26 Cpronsils (1), wdra)

A ML

TACGAGGATGGCTTGTWCTGACAGCGCTCMCWGT(K)TTCCCG-TCTGATGM}TCCGTGAGGACGAAAGCGCCTCTACAAATM GTTTAACC
equence NeT_GH12015-00-18 (W607_GH1_2915-08-20.201)

ATATCTACGATGAGAGTTGTGTTCCAAGAGGAGTCAATTAATGTGCTTTTAATTCTGATGAGACGGTGACGTCGAAACTCCCTCTACAAATAATTTTGTT
conventus sequence Untitled Consensus

ATATCTACGATGAGAGTTGT GTTCCAAGAGGAGTCAATTAATGTGCTTTTAATTCTGATGAGACGGTGACGTCGAAACTCCCTCTACAAATAATTTTGTT

" tigmed seguence Wruruu 2 Cperonsiies (1) (Construgho. 22, Operonsiia (1), xdm)

\ el |

ATATCTACGATGAGAGTTG[GTTCCMGAGGAGTCMTTMTS—GC AATTCTGATGAGACGGTGACGTCGAAACTCCCTCTACAAATAA GTT
81_2915-08-24 (NHO7_GR1_2915-06-28.2b1)

TAACCATAGGTTATACAAGTGATGAGAGACGCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATT
‘Consensus sequence Untitlod Consensus

TAACCATAGGTTATACAAGTGATGAGAGACGCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATT

aligned sequence Construgio_2E_Dperonshtns (1) (Comstrugie 2% Operonshis (1).2dna)

/ uy 1\ A VIR
TAACCA?AGGTTATACMGT GATG‘GAGACGCCAGCTSTCACCUGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGT CCGTGAGGACGAMCAGCCTCTACMATMTT

@ 1NOT_G01_2919-00-20 (NAND_CRL_2915-8-21.

YTGYTTMAYTAYGCGA]EACYTCATCCGTTGAYCYCTGACMAGCCCGCCGAMGC{GGGC CTGTTACTAGTAGCGGCCGCtgea~-
consensus sequence Untitled Consensus.

TTGTTTAAATTATGCGACATTCATCCGTTGATCTCTGACAAAGCCCGCCGAAAGGCGGGCTTTTCTGTTACTAGTAGCGGCCGCtgca—-========~

aligred sequence Construco. 26 Cperonsiihs (1) (Construglo. €. Opercasihas (1).xdns)

TTGYTTAMTTAYGCGACATTCATCCGTYGATCT CT( GAC-MECCCGCCGMAQGCGGGC CY GTTACTAG
OB 20100828 (WeRT_GO1_2013-68-23. b
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e ATk} T e T H T T
CTAAGGATGATTTCTGGaat tCGCGGCCGCTTCTAGAGGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTAC TAAC GGA
Consenses sequnce (st 1ed Consertsn

CTAAGGATGATTTCTGGaat tCGCGGCCGCTTCTAGAGGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTAC TAAC GGA

aligned sequence Construsda.2€.OperonsiNAs (1) (Comstrucho.Z€.Operonsiia (1).dma)

WO A
CTTWTGAATG'TTIT“TCWAT‘MTCT @AGGGTACC ATAATCGGTACK TAAC GGA
igned sequence NRSE_FO1_3619-08-23 (NSS_FOL_2915-88-28.301)

AAAGAATGATGTAAGCGTGAAAAATTTTTTATCTTATCACT TGAAATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
‘Consensus sequence Untitled Consensus

AAAGAATGATGTAAGCGTGAAAAATTTTTTATCTTATCACTTGAAATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT

aligned sequence Construdo_J€_Operonsitins (1) (Comstrugho_2€_Opercnsibns (1).dna)

W USRSV U\
mGMTGAYGTuGccTwmmTrmcnno\crrcwuTTmmncmAnnwnsrmnamGCWTMWT
e WA 41_2015-08-38. (O8O 2915-08-20. 81

TCCCAATTAGCTGLCKT‘CISG&AYGTGCT TTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAA GTTTAAGATTCAACAATTATGTG
comsensus sequence araus

TCCCAATTAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTC CGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAA GTTTAAGATTCAACAATTATGTG

aligned sequence Construgio_iE_OperonshiAs (1) (Convtrulo_3E_Operomshias (1), wina)

TCCCMTTAGCTGTCACC('SBATGTGCTTYCCGG-'TGATGAGTCCGT~AGGACGMACA(’£CTCTACAMTMTTTYGT TTAAGATTCAACAATTATGTG

15-08-28 (NASS. 11 2015-09-28.ob1

AGGTCGTGTTTCTAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAA GTTTAACGACGAAACTTC
“consentus sequince. Untitied Censraus

AGGTCGTGTTTCTAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAACGACGAAACTTC
ik

‘alignea sequence Construcio,2€ OpercnshiAs (1) (Construgdo_3E_Oparonsiis (1).xina)

Al ot ot

AGGTCGYGYTTCTAG}’CGYCAMSTGCTGYCCTYGCACHCTGATGAC\GCAGTGAYC(CG-MCGACCT 'CTACAAATAATTTTGTTTAACGACGAAACTTC

012015-08-28 (NA06_FO1_2019-08-21.
ATGAACTCACCCCCAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAAT GTTTAAGATCATGTACG
comsensus sequence (ntitled Consensas

ATGAACTCACCCCCAGTCGTCAAGTGCTGTGCTTGCACTTCTGATGAGGCAGTGATGCCGAAACGACCTCTACAAATAATTTTGTTTAAGATCATGTACG
purk ks

aligned sequence ConstrusSo, 2. Cperensinis (1) (Construco,2E_Operonshies (1).dna)

AL, A
ATGMCYCACCCCCAGTCGTCMGTGCTGTGCTT CTTCTGATGAGGCAGTGATGCCOAMCACCTCTACARATAATTTTGTTTARGATCATGTAGG

8 (D601, 29150828, 351)

AGGATGGCTTGTFLCIS.A‘CEAMGES‘C‘TCMCGMYGTGCTTCCCGTTCFGATGAGTCCGT GAGGACGAAAGCGCCTCTACAAATAAT 'GTTTAACCATAT

AGGATGGCTTGTTTCTGACAGCGCTCAACGGGTGTGCTTCCCGTTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAGCGCCTCTACAAATAATTTTGTTTAACCATAT
Ll et

£
aligned sequence Construcdo. 2. Cperonsimas (1) (Construcio, 2% Operonsies (1), xdna)

LA X R R0
AGGATGGCTTG CTGACAGCGCTCMCGGGYGT GCTTCCCG-TCTGATGAGTCCGTGAWCMGCOCCTCT ACAMTM G AACCATAT
Ligned saquence NAA_J41.2019-08-20 (M96.F91.2015-64-26.sb1)

I T T H T O s
CTACGATGAGAGTTGTGTTCCAAGAGGAGTCAATTAATGTGCTTTTAATTCTGATGAGACGGTGACGTCGAAACTCCCTCTACAAATAATTTTGTTTAAC
Consensus tequence Untities Consraus

CTACGATGAGAGTTGTGTTCC, AATTAATGTGCTTTTAATTC GGTGACGTCGAAACTCCCTCTACAAATAA GTTTAAC

£
aligned sequence Construglo_iE.Operonshias (1) (Construho_JE_Oparansiihs (1), sina)

o O
L'TACGATGAGAGTTGYGTTCCAAGABGAGTCAATTMTG-GCTTTTMTYCT GATGAGACGGTGACGTCG=AACTCCCTCTACAAATAATTTTGTTACCA
lgned sequence NADG_FO1_2015-08-20. (VAMFO1.2010-00-28. 301)

1 am _m @ - A m
CATAGGTTATACAAGTGATGAGAGACGCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATTTTGT
Consensus sequence Lt t1ed Consersus

CATAGGTTATACAAGTGATGAGAGACGCCAGCTGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACAGCCTCTACAAATAATTTTGT

alignes sequence Construcio_2E_Operonshias (1) (Construgso_Z€_Operanshbihs. (1).utna)

e A el S - L0 e o 20
TAMTTA mmmmmmmucmmmmm TC CTCTAACAATTATATGTTT

ned sequcece NAOG_FU5_2015-08-28. (NOS_F01_2910-08-28.
a mm B 0 a_m
TTMATTATGCGACATTCATCCGTTGATCTCTGACAAAGCCCGCCGAMGGCGGGCWT CTGTTACTAGTAGCGGCCGCtgea

isus sequence Untitled C

TTAAATTATGCGACATTCATCCGTTGATCTCTGACAAAGCCCGCCGAAAGGCGGGCTTTT CTGTTACTAGTAGCGGCCGCtgc%

aligned sequence Construgdo_2€_OperonsAMAs (1) (Construgdo_26_OperonsiNas (1).xdna)

- ol T W e 1 U, O car P S
MTTTATGKG&CA'T \TCGTGGATCTCTGACAAGCCGCCGAAAGGCGGGCTTTCTGGT TACTTAGGTAAAAAAAM- - ===~~~

sequence NRG6_FO1_2013-08-28 (NRDG_FO1_2019-08-28.3b1)

Fonte: o autor.
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De acordo com estudos realizados anteriores, as RiboJs sdo compostas de dois
elementos: uma ribozima com estrutura hammerhead, que cliva seu proprio RNA na
extremidade 5’ e, assim, remove as sequéncias upstream que derivam do promotor; e uma
estrutura “hairpin” adicional na extremidade 3 'da ribozima. Essas sequéncias foram elucidadas,
apresentando quais as sequéncias de nucleotideos conservadas para a formagdo da estrutura
secundaria da ribozima e quais as regides mutaveis. O autor salienta que ao todo a sequéncia
da RiboJ totaliza 75 pares de base, sendo grande o suficiente para sofrer recombinacédo
homdloga se usada mais de uma vez em um circuito genético, justificando assim a utilizacdo
de diferentes ribozimas no sistema de SRNAs desenvolvido neste trabalho (NIELSEN et al.,
2016).

Dessa forma, realizou-se a analise da localizacdo estrutural dos nucleotideos deletados
revelando que a mutacédo localizada na RiboJ10 se encontra na regido mutavel, na RiboJ e na
RiboJ64 estdo presentes na regido livre dos loops da ribozima, ndo sendo entdo necessaria a

correcdo dessas mutagdes devido as mesmas ndo interferirem na estrutura e fungéo das RiboJs.

Entretanto a delecdo de um nucleotideo presente no nucleo catalitico da RiboJ60 exigiu
correcdo. Para tanto foi realizada reacdo para mutacdo sitio-dirigida utilizando primers

especificos. O procedimento foi capaz de corrigir a mutagéo identificada.

4.5.2. Crescimento celular e producéo de riboflavina em escala de tubo

Para analise do operon de SRNAs optou-se por inseri-lo no genoma de trés diferentes
cepas de B. subtilis: KO7, RF-SP e RFAI. Assim, as linhagens resultantes dessa integracao
foram cultivadas junto com as cepas parentais. A maioria das linhagens construidas cresceu de
forma similar ao seu controle (Figura 14 A, B e C), com excecdo do B. subtilis KO7 com o
sistema de SRNAs que, apesar de apresentar um padrdo de crescimento parecido ao controle,
ndo conseguiu crescer tanto quanto o mesmo. Esse resultado demonstrou que, na maioria dos

casos, o sistema de SRNAs ndo apresentou um estresse metabdlico significativo a célula.
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Figura 14: A. Curva de crescimento da linhagem de B. subtilis KO7 com e sem o0 operon de SRNAs,
em meio PW. B. Curva de crescimento da linhagem de B. subtilis RF-SP (SP) com e sem 0 operon de
SRNAs, em meio PW. C. Curva de crescimento da linhagem de B. subtilis RFAi, com e sem 0 operon
de sRNAs, em meio PW. D. Producéo de riboflavina, quantificada por HPLC, pelas linhagens de B.
subtilis RF-SP, com e sem o sistema de SRNAs, apds 20 horas de cultivo em meio PW. E. Producéo de
riboflavina pelas linhagens de B. subtilis RFAi com e sem o operon de SRNAs, ap6s 20h de cultivo.
Andlise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas com letras diferentes (a e b) séo
significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

Segundo alguns autores, apesar da engenharia metabdlica racional ser a melhor opgéo
na otimizacdo de vias metabdlicas e no rendimento de produtos de interesse, nem sempre 0sS
fendtipos desejados sdo alcangados em certas linhagens, pois a regulacdo dos fluxos
metabolicos intercelulares €, geralmente, mais complexa. Esse fluxo metabolico inesperado
causado pelo sistema de SRNAs pode ter sido a causa para que o crescimento da cepa de B.
subtilis KO7 construido nesse projeto fosse prejudicado (KANG et al., 2014).
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Por outro lado, as linhagens de B. subtilis RF-SP e RFAI contendo o operon de SRNAs
apresentaram crescimento melhor dos que os respectivos controles, indicando que esse operon
ndo apresentou fardo metabolico significativo para essas células. Esses dados corroboram com
o0 entendimento de que a utilizacdo de SRNAs sintéticos apresentam vantagens sobre as técnicas
comumente usadas, como delecBes e selecbes de mutantes, ja que foi possivel realizar a
manipulacdo de uma via metabdlica essencial para a célula sem afetar a sua velocidade de

crescimento ou levar & morte celular (LINS et al., 2021).

Em todas as linhagens construidas foi possivel averiguar que o pico referente a
riboflavina, assim como a sua area, se apresentou de forma bem definida e isolada de quaisquer
interferentes. Entretanto, apesar de apresentar picos que indicam a presenca de riboflavina nas
ceélulas de B. subtilis KO7 e B. subtilis KO7::sRNAoperon, a area equivalente aos mesmos nao
alcanca o tamanho minimo para entrar na curva de calibracdo feita anteriormente, indicando

assim que a concentracdo de riboflavina presente no cultivo € menor que 1 uM.

Ao analisar as linhagens de B. subtilis RF-SP, é possivel observar que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as duas (Figura 14 D), indicando que o operon foi
ineficaz nessa cepa nas condi¢des de cultivo empregadas, apesar de ndo atrapalhar o

crescimento ou a producdo de riboflavina.

Tendo em vista os dados obtidos com as cepas B. subtilis KO7 e RF-SP é possivel
deduzir que o operon de sSRNAs nédo funcionou da forma prevista. Por outro lado, a linhagem
B. subtilis RFAI contendo o operon de sRNAs apresentou uma melhora estatisticamente
significativa para a producdo de riboflavina em relacdo ao seu controle (Figura 14 E). Esse
resultado indica a importancia do background genético e metabdlico para a eficacia do operon
de sSRNAs.  Como o operon contém sRNASs que ndo se mostraram eficazes na linhagem RF-
SP quando utilizados isoladamente, como purE e pbuE, supde-se que nesta linhagem altamente
engenheirada, é possivel que a presenca destes SRNAs no operon tenha anulado um possivel
efeito positivo dos outros sRNAs. Por outro lado, a linhagem RFAI apresenta um maior
potencial para melhoramento, ja que ndo passou por processos de otimizacdo da suplementacéo

de precursores.
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4.5.3. Aumento de escala para frasco Erlenmeyer

A partir dos dados obtidos nos testes descritos anteriormente, selecionou-se as linhagens
de B. subtilis RF-SP e B. subtilis RFAI para cultivo em volume maior, sendo um passo em

direcdo ao aumento de escala para cultivo em biorreatores.

Como os experimentos utilizando tanto os SRNAs de forma individual quanto com o
operon de sSRNAs foram feitos de forma simultinea, as linhagens mencionadas no paragrafo
anterior foram cultivadas, primeiramente, em frascos Erlenmeyer, com agitagdo de 220 rpm,
assim como seus controles. Foram feitas coletas de amostras para avaliar crescimento e

producdo no inicio do cultivo e as 15, 20 e 27h ap6s 0 mesmo.

O crescimento das linhagens (Figura 15 A) melhorou com o aumento de escala,
principalmente a linhagem de B. subtilis RFAi contendo o operon de SRNAS, que,
aparentemente, mesmo apos 27h ainda permaneceu na fase exponencial de crescimento. Esses
dados reforcam o principio de que o sistema de SRNAs ndo aparenta apresentar estresse

metabolico significativo para interferir no crescimento celular dessas linhagens.
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Figura 15: A. Crescimento celular das linhagens de B. subtilis RF-SP e B. subtilis RFAI, com e sem o
sistema de sSRNAs, ap6s 27h de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio PW. B. Producdo de
riboflavina realizada pelas linhagens de B. subtilis RF-SP, com e sem o sistema de SRNAs, ap6s 27h de
cultivo em frasco Erlenmeyer sob agitacdo de 220 rpm. C. Producdo de riboflavina realizada pelas
linhagens de B. subtilis RFAI, com e sem o sistema de SRNAs, ap6s 27 horas de cultivo em frasco
Erlenmeyer contendo meio PW. Andlise feita via HPLC. Anélise de variancia com valor p<0,05; médias
identificadas com letras diferentes (a e b) sdo significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

Os resultados de producdo de riboflavina (Figura 15 B e C) demonstraram que as
linhagens que continham o sistema de sRNAs ndo apresentaram aumento da producdo de
riboflavina em frasco de Erlenmeyer. Entretanto, como ja foi discutido no item 4.3.2., o
aumento de escala proporcionou uma maior aeracdo do meio, que pode ter induzido a um maior
crescimento celular, fazendo com que as cepas utilizassem 0s recursos para crescer, ndo
priorizando a producdo de riboflavina. Um estudo realizado anteriormente demonstrou que ao
reduzir a taxa de manutencdo do metabolismo, através de nocaute da enzima citocromo oxidase,
gue € o ramo menos eficiente da cadeia respiratoria de B. subtilis, foi possivel observar um
aumento da producao de riboflavina (ZAMBONI et al., 2003).

Portanto, as condicBes de cultivo também foram otimizadas para a linhagem de B.
subtilis RF-SP contendo o operon de SRNAs, cultivando este junto com sua cepa parental sob

agitacao de 150 rpm e tempo de cultivo de 40h.
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Assim como nos resultados obtidos utilizando as linhagens com os SRNAs individuais,
ao diminuir a velocidade de agitacdo do cultivo, a linhagem de B. subtilis RF-SP contendo o
sistema de sSRNAs produziu niveis superiores de riboflavina aqueles alcan¢ados no cultivo
realizado com agitacéo a 220 rpm, chegando a superar a producao de riboflavina realizada pela
cepa parental (Figura 16 B). Além disso, foi possivel constatar que apesar de diminuir o
crescimento celular, a diminuicdo da aeracdo do meio ndo foi prejudicial ao acumulo de
biomassa, sendo que a cepa contendo o operon de sRNAs ainda alcancou densidade

populacional maior que o controle (Figura 16 A).

Figura 16: A. Crescimento celular das linhagens de B. subtilis RF-SP com e sem o sistema de SRNAs,
apos 40 horas de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio PW com agitagdo de 150 rpm. B.
Producéo de riboflavina realizadas linhagens de B. subtilis RF-SP, com e sem o sistema de SRNAs, apds
40 horas de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio PW, com agitacdo de 150 rpm. Analise feita
via HPLC. Analise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas com letras diferentes (a e b) sdo
significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

Ao analisar as cepas RFAI, observou-se que ao realizar a otimizacdo das condicdes de
cultivo houve aumento da producdo de riboflavina na cepa com o operon de 65% em relacao a
cepa parental, reproduzindo os resultados observados no tubo (Figura 17 B). A cepa com o

operon demonstrou crescimento similar a cepa parental (Figura 17 A).
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Figura 17: A. Crescimento celular das linhagens de B. subtilis RFAi com e sem o sistema de SRNAS,
apos 40 horas de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio PW com agitagdo de 150 rpm. B.
Producéo de riboflavina realizadas linhagens de B. subtilis RFAIi, com e sem o sistema de SRNAs, apds
40 horas de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio PW, com agitacdo de 150 rpm. Analise feita
via HPLC. Analise de variancia com valor p<0,05; médias identificadas com letras diferentes (a e b) sdo
significativamente diferentes.
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Fonte: o autor.

4.6. Producéo de riboflavina pelas linhagens mais promissoras

Todas as cepas desenvolvidas nesse trabalho tiveram como objetivo demonstrar o
potencial do sRNA direcionado ao riboswitch para a engenharia metabolica, através da
producéo de riboflavina. Entéo, as cepas de B. subtilis RF-SP construidas que apresentaram os
resultados mais promissores nos testes realizados anteriormente foram cultivadas paralelamente
a cepa parental para avaliar o mecanismo mais eficiente no aumento do fluxo metabdlico para
a riboflavina. As cepas selecionadas foram as que continham os sSRNAs xpt, ribDG e purR
individualmente; a que continha os dois SRNAs ribDG e purR em um s6 lécus com unidades
de transcricdo separadas; e a que continha o operon com o sistema de SRNAs fusionados com

ribozimas em um Unico transcrito.

As linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de acordo com a metodologia
adotada neste trabalho (37°C e 150 rpm) por 40h. Todas as cepas alcancaram densidade
populacional maior que a cepa controle, indicando a eficiéncia dos SRNAs em promover o
crescimento (Figura 18 A). A excecdo foi cepa contendo o SRNA-xpt, que apresentou um
crescimento lento, parecido com o controle, efeito observado anteriormente para esse SRNA.
No entanto, os outros dois SRNAs individuais, ribDG e purR, parecem restaurar a capacidade
de crescimento da cepa produtora atingindo densidades celulares em torno de 2,5 vezes maiores

do que a linhagem parental.
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Figura 18: Crescimento celular (A) e producéo de riboflavina (B) das linhagens de B. subtilis RF-SP
construidas e seu controle ap6s 40 horas de cultivo em frasco Erlenmeyer contendo meio Power com
agitacdo de 150 rpm. Anélise feita via HPLC. Andlise de variancia com valor p<0,05; médias
identificadas com letras diferentes (a e b) sdo significativamente diferentes.
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Em relacdo a producao de riboflavina (Figura 18 B), as linhagens com 0s SRNAs ribDG
e purR individualmente atingiram quase 2500 uM, 0 que é cerca de 50% maior do que o
controle. Esse resultado foi superior ao encontrado em estudo realizado com a edicdo do
riboswitch ribDG e do gene purR através da técnica de CRISPR-Cas9, que gerou aumento de
44% em relacdo a cepa parental B. subtilis RF-SP (BOUMEZBEUR et al., 2020). O sSRNA xpt
ndo repetiu o desempenho mostrado em resultado obtido no cultivo em tubo de ensaio onde a
producao de riboflavina aumentou 60% em relacéo ao controle, e apenas aumentou ligeiramente
a producdo de riboflavina nesse experimento, embora ndo significativamente, alcancando

somente 13% de aumento na producéo de riboflavina em relagdo a cepa parental. A combinacgao
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dos dois melhores SRNAs purR e ribDG aumentou 10% a producdo de riboflavina em
comparagdo com apenas um deles, o que representa um aumento de 65% em comparag¢do com
a cepa parental. O operon sSRNA integrado no B. subtili RF-SP, resultou em um aumento de
44% no titulo de riboflavina em comparagdo com a cepa parental. Embora funcional, o operon
de sRNAs mostrou um efeito menor do que os melhores SRNAs individualmente, o que pode
ser atribuido a uma combinacdo da influéncia positiva de alguns SRNAs (xpt, purR e ribDG) e

a influéncia negativa de outros (purk e pbuE) na biossintese de riboflavina.

4.7.  Método de quantificacdo de riboflavina utilizando fluorescéncia

Para obter a quantificacdo de riboflavina por fluorescéncia, amostras com diferentes
concentraces de riboflavina foram preparadas para a construcdo de uma curva-padréao eficaz
na determinacgdo de concentracdo desta molécula, com base no valor de fluorescéncia obtido
(Figura 19). A equacdo da reta foi calculada e 0 R? foi condizente para predizer as concentracfes

de riboflavina das amostras analisadas.

Figura 19: Curva de calibracdo de leitora de microplacas para diferentes concentracdes de riboflavina,
utilizando fluorescéncia, contendo a equacéo da reta e o R2 calculados.
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Fonte: o autor.

Durante os cultivos realizados nesse trabalho, todas as amostras passaram por medicoes
de fluorescéncia, com o objetivo de se observar a producdo de riboflavina durante o

desenvolvimento do experimento, de forma rapida e dindmica. Entretanto observou-se que a
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quantificacdo de riboflavina realizada por fluorescéncia ndo era tdo precisa, dando resultados

divergentes dos obtidos por analises no HPLC, um método mais eficiente e seguro.

Como exemplo citarei a cepa de B. subtilis RF-SP cultivado em frasco Erlenmeyer por
40h (Figura 20). Apesar das amostras serem as mesmas e ambas passarem pelo processo de
retirada de célula, é possivel notar que o método de fluorescéncia foi menos eficiente,
conseguindo medir somente 13% do valor alcancado por HPLC. O que indicou possiveis
problemas na quantificacdo por fluorescéncia, método que deveria apresentar grau de precisdo
maior devido a especificidade do processo de excitagdo/emisséo. Qualquer interferéncia devido
a existéncia de compostos no meio com sobreposi¢cdo de espectro de fluorescéncia deveria

resultar em uma producéo superestimada, ndo subestimada.

Figura 20: Comparacédo dos valores de riboflavina quantificados utilizando dois métodos diferentes:
Fluorescéncia e HPLC.
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Fonte: o autor.

Entretanto, como ja foi revelado anteriormente, foi observado durante os dltimos
cultivos realizados em frascos Erlenmeyer, apds a otimizacdo das condic@es de cultivo, o
acumulo da riboflavina em forma de cristais, devido & baixa solubilidade da mesma. Dessa
forma, havia a possibilidade que a riboflavina ali presente pudesse ser perdida durante a
centrifugacdo para eliminar células, ou mesmo se permanecesse no meio, nao solubilizasse de

forma homogénea, impedindo sua analise de forma correta.



60

Sendo assim, optou-se por realizar diluicdes antes da centrifugacdo, garantindo que a
riboflavina acumulada fosse apropriadamente solubilizada, tendo os valores de diluigdo
corrigidos ap6s a quantificacdo. Com a aplicacdo dessa metodologia observou-se que a
quantificacdo por fluorescéncia ficou mais eficiente (Figura 21), tendo seu valor

estatisticamente igual ao obtido por HPLC.

Figura 21: Comparacédo dos valores de riboflavina quantificados utilizando dois métodos diferentes:
Fluorescéncia e HPLC.
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Dessa forma, a utilizacao da fluorescéncia para quantificacdo de riboflavina mostrou-se
eficiente diante do tratamento correto da amostra, sinalizando que este método pode ser usado
como um parametro na avaliacdo de cultivos. Apesar do HPLC ainda ser o método mais preciso
para quantificacdo de riboflavina, por ser mais complexo e demorado, muitas vezes ndo ha a
possibilidade de analisar em tempo real a producéo de riboflavina durante o cultivo, o que pode

ser alcancado pela fluorescéncia, que é muito mais rapida e prética.

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados no presente trabalho, é possivel inferir que a
utilizacdo de SRNAs capazes de interferir na regulacdo génica de riboswitches no metabolismo

de riboflavina, estejam eles presentes individualmente na célula ou em conjunto, é uma
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estratégia promissora a fim de construir uma linhagem capaz de produzir vitamina B> de forma
eficiente sem gerar um fardo metabdlico excessivo ou inviabilizar o crescimento celular. O uso
de genes sRNA integrados ao genoma, em vez de derivados de plasmideo, favorece a
estabilidade da cepa para a engenharia de produtores de metabdlitos adequados para cultivo em
larga escala.

As linhagens contendo os SRNAs individualmente mostraram-se habeis na producédo de
riboflavina sem acarretar limitacdo na velocidade de crescimento da célula. As cepas com 0s
SRNAs xpt, ribDG e purR foram capazes de aumentar a producao de riboflavina, comprovando
a funcionalidade dos sRNAs e sua eficacia em reprogramar de maneira especifica o
metabolismo de purinas ou da riboflavina. As cepas resultantes foram capazes de atingir 50%

de aumento no titulo de riboflavina.

Ao se analisar a combinacdo de dois SRNAs no genoma, observou-se uma acgao
cumulativa, sendo a linhagem construida capaz de alcancar um nivel de producéo de riboflavina
65% maior que a cepa parental. J& a utilizacdo do operon contendo o sistema de SRNAs, ndo se
mostrou tdo eficiente na linhagem de KO7, ndo sendo capaz de contribuir para o aumento da
producdo de riboflavina. Em contraste, as linhagens de B. subtilis RF-SP e RFAI contendo o
operon de sRNAs alcangcaram um aumento na producdo de riboflavina de 44% e 65%,

respectivamente, em relacédo ao controle.

Além disso, vale ressaltar que conseguimos otimizar as condi¢des de cultivo com o
aumento de escala, identificando que a oxigenacdo do meio favorece o crescimento celular,
porém limita a producéo de riboflavina. Dessa forma, fomos capazes de adequar o cultivo para
gue houvesse um maior rendimento dessa molécula, apresentando aumento de producao de até
65% em relacdo a cepa parental. Essa linhagem se mostra promissora para aplicacdo industrial,
apresentando producdo de riboflavina e crescimento populacional bastante superiores a

linhagem parental.

Por fim, as ferramentas que desenvolvemos neste trabalho sdo amplamente aplicaveis a
riboswitches bacterianos e sdo Uteis para modular a expressao de genes essenciais que nao
podem ser eliminados, oferecendo uma forma Gtil de desenvolvimento de linhagens produtoras

de metabdlitos de interesse industrial.
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Anexo |: Cepas de B. subtilis usadas ou construidas neste estudo.

Linhagem Descrigéo Referéncia
E. coli Top 10 Cepa de clonagem Invitrogen
B. subtilis 168 Cepa selvagem, trpC2
B.
subtilis riboflavin super- Agrupamento de genes de riboflavina conduzido por Pveg, Lab
producing mutacdes em ribC, tkt e riboswitch FMN collection
strain (BsRF)
B. subtilis KO7 linhagem que ndo secreta proteases, gerada por delegdes

' marker-free a partir da linhagem PY79 (BGSC ID 1A1133)

B. subtilis RF AamyE: operon de riboflavina sob o controle do dispositivo (Correa et
autoinduction (RFAI) de autoinducdo S1-R6 al., 2020)
B. subtilis::2E AlacA: pBs2E vector vazio

BSRF :Pgrac‘ribDG‘

AlacA: promotor grac controlando a transcri¢do de ribDG-

rRNA rRNA

BSRF::Pgrac-purR- AlacA: promotor grac controlando a transcri¢do de purR-

asRNA asRNA

BSRF::Pgc-xpt-rtRNA  AlacA: promotor grac controlando a transcri¢do de xpt-
rtRNA

BSRF::Pgac-pbuE- AlacA: promotor grac controlando a transcrigao de pbuE-

rtRNA rtRNA

BSRF::Pgac-purk- AlacA: promotor grac controlando a transcricéo de purk-

rtRNA rtRNA

BsRF::Pg.-RiboJpurE- AlacA: promotor grac controlando a transcri¢éo de

rtRNA RiboJpurE-rtRNA Esse estudo

BsRF::purR-asRNA-  AlacA: transcri¢do conduzida pelo promotor grac de purR-

ribDG-rtRNA asRNA e uma segunda transcri¢do conduzida pelo promotor

grac de ribDG-rtRNA

BsRF:: sSRNA_Operon AlacA: operon impulsionado pelo promotor grac de cinco

SRNASs (purE-rtRNA, xpt-rtRNA, ribDG-rtRNA, pbuk-
rtRNA e purR-asRNA) intercalados por RibolJs sintéticos

BsKO7::
SRNA_Operon

AlacA: operon impulsionado pelo promotor grac de cinco
SRNAS (purE-rtRNA, xpt-rtRNA, ribDG-rtRNA, pbuk-
rtRNA e purR-asRNA) intercalados por RiboJs sintéticos

BsAi:: sSRNA_ Operon

AlacA: operon impulsionado pelo promotor grac de cinco
SRNAS (purE-rtRNA, xpt-rtRNA, ribDG-rtRNA, pbuk-
rtRNA e purR-asRNA) intercalados por RiboJs sintéticos



Anexo I1: Plasmideos usados ou construidos neste estudo.

Plasmideos Descricéo Referéncia
pBS2E Integra no locus lacA de B. subtilis lacA, resisténcia a (Radeck et
eritromicina (BBa_K823027) al., 2013)

pBSZE_PgraC'pu rE'rtR NA

Promotor grac regulando gene purE-rtRNA

pBSZE_Pgrac' RIbOJ-pUI’E-
rRNA

Promotor grac regulando gene RiboJpurE-rtRNA

p BSZE_PgraC'Xpt'rtR NA

Promotor grac regulando gene xpt-rtRNA

pBSZE_Pgrac'pbu E‘rtR NA

Promotor grac regulando gene pbuE-rtRNA
(Lins et al.,

pBSZE_PgraC'rI bDG‘rtR NA

Promotor grac regulando gene ribDG-rtRNA 2021)

pBSZE_Pgrac'pu rR‘aSR NA

Promotor grac regulando gene purR-asRNA

pBSZE_Pgrac‘pu I‘R-aSR NA‘
Pgrac‘ri bDG-I’tR NA

Promotor grac regulando gene purR-asRNA e um
segundo promotor grac regulando gene ribDG-
rtRNA

PBS2E_Pgac- tRNA_Operon

Promotor grac regulando um operon com cinco
SRNAS (purE-rtRNA, xpt-rtRNA, ribDG-

rtRNA, pbuE-rtRNA, and purR-asRNA) intercalado
por RiboJs sintéticas
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Anexo Il1: Confirmagéo de integracdo dos plasmideos contendo os SRNAs individualmente
em B. subtilis superprodutor de riboflavina atraves de reacdo de PCR observada por bandas em
gel de eletroforese. Onde: Controle = B. subtilis superprodutor de riboflavina; purR = B.
subtilis::sSRNA-purR; ribDG = B. subtilis::sRNA-ribDG; xpt = B. subtilis::sSRNA-xpt; riboJ =
B. subtilis::riboJ-sSRNA-pbuE; purE = B. subtilis::sSRNA-purE; pbuE = B. subtilis::sSRNA-
pbuE. A. Padrdo de bandas difusas feita por marcador Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder de fragmentos de DNA em gel de agarose. B. Reacdo de PCR de B. subtilis
superprodutor de riboflavina e B. subtilis::SRNA-purR. C. Reacdo de PCR de B.
subtilis::sSRNA-ribDG, B. subtilis::SRNA-xpt e B. subtilis::riboJ-sSRNA-pbuE. D. Reacdo de
PCR de B. subtilis::sRNA-purE e B. subtilis::sRNA-pbuE.

A GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder B
bp ng/0.5 pg %

a
l ,
TR IRl

|l
|

Cc
Controle purR
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Anexo IV: A. Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor
de riboflavina contendo o SRNA purE; B. Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo
de B. subtilis superprodutor de riboflavina contendo o sRNA purE fusionado a RiboJ; C.
Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor de riboflavina
contendo o sSRNA xpt; D. Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis
superprodutor de riboflavina contendo o SRNA ribDG; E. Cromatograma referente a amostra
obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor de riboflavina contendo o sSRNA pbuE; F.
Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor de riboflavina
contendo o0 SRNA purR.

. POR MR T 2450 dom] p POA R T 848 dewr

5 10.0 8.0 2% T4 0.0

g PO MG 1 8450 Ao , 2 POA MR 1 4450m dem

mn mn
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Anexo V: Alinhamento entre sequéncia do plasmideo pBS2E com a unidade de transcri¢do do
SRNA ribDG e a unidade de transcri¢cdo do SRNA purR clonados em E. coli TOP10 (na imagem
Seq_2) e sequéncia obtida através de sequenciamento realizado com primers (na imagem
Seq_1). Onde em: Azul escuro os nucleotideos correspondentes ao promotor Pgrac; Vinho
sequéncia de nucleotideos correspondentes ao sitio de ligacdo para o padréo de biobrick prefix
(BBp — possui as sequéncias das enzimas de restricdo EcoRI e Xbal); Azul observa-se 0s
nucleotideos correspondentes ao gene LacO; Rosa os nucleotideos correspondentes aos SRNAs,
primeiro o SRNA ribDG e depois purR; Verde os nucleotideos correspondentes ao terminador
T500; Roxo os nucleotideos correspondentes ao sitio de ligacdo para o padréo de biobrick suffix
(BBs — possui as sequéncias das enzimas de restricdo Spel e Pstl); Marrom cicatriz formada
pela juncéo das duas unidades de transcrigéo;

Seg 1 1 ATGATTTCTGGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGTACCAGCTATTGTAARCATAATCGGTAC 60
PEETER e et e et et e et et rererertni
Seq 2 1 = —--------- GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTAC 50
Seq 1 61 GGGGGTGAARAAGCTARCGGARAAGGGAGCGGAARAGAATGATGTAAGCGTGARRAATTT 120
FEELEETR e e e e e e e e e et e e e e e e e eenel
Seq_ 2 51 GGGGGTGARAAAGCTAACGGAARAGGGAGCGGARARGAATGATGTAAGCGTGRARARATTT 110

Seqg_1 121 TTTATCTTATCACTTGAARTTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTGTGGAATTGTG 180

PORTERTE e et et e e e et e e e e e e et e e el
Seq 2 111 TTTATCTTATCACTTGAAATTGGAAGGGAGATTCTT TATTATARGAATTGT 170

Seq 1 181 AGCGGATAACAATTCCCAATTCCTATCCTGGCTCCGAAGGGTGCATATTCACARAGCCCG 240

POEERETEER e e e et e e et e et el
Seq 2 171 CCCAATTCCTATCCTGGCTCCGAAGGGTGCATATTCACAARGCCCG 230

Seqg_1 241 CCGAAAGGCGGGCTTTTCTGT TACTAGAGG-TACCAGCTATTGTAACATAATCGGTACGG 299
IIIIIIII|IIII|IIII|III||III||| FETREEEErr e et rrrenntl
Seq 2 231 4] GCTTTTCTGTTACTAGAGGGTACCAGCTATTGTAACATAATCGGTACGGE 290

Seq 1 300 GGGTGAAAMAGCTARCGGAARAGGGAGCGGAAMAGAATGATGTAAGCGTGAAARATTTTT 359
PEEERRTTTEe e e e e e e e e v bbbt r e b e e el
Seq 2 291 GGGTGAAMAAGCTARCGGAARAGGGAGCGGAAMAGAATGATGTAAGCGTGAARARTTTTT 350

Seqg_1 360 TATCTTATCACTTGARATTGGARGGGAGATTCTTTATTATAAGAATTGTTGAATTGTGAG 419

PEEEERTTTeer et e rr e e e v bbb r e e e eeereentl
Seg 2 351 TATCTTATCACTTGARATTGGAAGGGAGATTCTTTATTATAAGARATTGTGGAATTGT 410

Seq 1 420 CGGATAACAATTCCCAATTCGACGARACTTCATGAACTCACCCCCCAAAGCCCGCCGARR 479

II|||II|||II|||II|||I ||||I|||||I|||I|||||I|||II|||III||||||
Seq 2 411 CCCRATTC SARR, ATGRA A AAR 'CGARR 470

Seq_1 480 GGCGGGCTTTTCTGTTACTAGTAGCGGCCGCTGCAGAGATATCGATTTCAAGCTATATTT 539

III|IIII|IIII|IIII|II I|||II||||I|||II|||IIIIIIIIIIIIIII|||I
Seq 2 471 I'TTTCTGTTACTAGTAGCGGCC CAGAGATATCGATTTCAAGCTATATTT 530

Seq_ 1 540 GGAGTTGAGCCTCTTGAAACGGACACCCTGTATCCGAAGGATCGARACGCTGTCAGCTAC 599
FUELEETR e e e e e e e e e e et et e e et reenel
Seq 2 531 GGAGTTGAGCCTCTTGAAACGGACACCCTGTATCCGAAGGATCGARACGCTGTCAGCTAC 590

Seq 1 600 CGCAGCC======m==mmmmmmmm oo e e e 606
FEEEnnd
Seq 2 591  CGCAGCCAAATATATGAAATGI \TTATGC] . AAAG 650
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Anexo VI: Confirmacdo de integragdo do plasmideo contendo os sRNAs ribDG e purR no
genoma de B. subtilis superprodutor de riboflavina através de reacdo de PCR observada por
bandas em gel de eletroforese. Onde: plasmid2E_sRNAribDG se refere ao plasmideo ao SRNA
ribDG como forma de controle e Operonl se refere aos SRNAs ribDG e purR. A. Padréo de
bandas difusas feita por marcador Thermo Scientific™ GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder de
fragmentos de DNA em gel de agarose. B. Reacdo de PCR de B. subtilis::sRNA-ribDG e B.
subtilis::sSRNA-ribDG-sRNA-purR.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
bp ng/0.5 pg %

B. subtilis
SP

-
c

oe
o
a
)

20000 20 4
10000 20 4
7000 20 4
5000 75 15
4
!
4

plasmid 2E_sRNAAbDG

NS

4000 20
— 3000 20

agarose

1%

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1X TAE, 7 V/ecm, 45 min

Anexo VII: Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor
de riboflavina contendo o SRNA ribDG e purR ap6s 40 horas de cultivo.

307 2 PDA Multi 1 445nm 4nm
| s
, i
|
‘ 1
20- R
] |
] B
4 ‘ |
| B
10+ [
] |
[ee]
1 ©8¢ |
| o l; g& | \
1 M{ =} | \
0P —_— — -
i T T | T T T | T T ‘ T T ‘ T T
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

min



72

Anexo VIII: A. Padrdo de bandas difusas feita por marcador Thermo Scientific™ GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder de fragmentos de DNA em gel de agarose. Confirmagéo de integracao
do plasmideo contendo o sistema de sRNAs no genoma de B. subtilis superprodutor de
riboflavina (B), KO7 (B) e KO7 (LuxRI1+Operon rib) (C) através de reacdo de PCR observada
por bandas em gel de eletroforese. Onde: RF-SP= B. sutilis superprodutor de riboflavina; KO7=
B. subtilis KO7; e RFAI = KO7 (LuxRI1+Operon rib) colonias 1 e 2.

A GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder B (o4 RFAi
bp ng/0.5 g ° AR
VAot KO7 RF-SP . 1 2
~ -
20000 20 4 [—
/ 10000 20 4 —
/ 7000 20 4 ~ o
5000 75 15
4000 20 4 4 e
— 3000 20 4 - —
— 2000 20 4 ; )
— 1500 80 16 - --—u
—1000 25 5 —
%
—700 25 5 .
. 75 15 —— - - —
—400 25 5 - “
= R - -
= 9 o]
75 25 5 - . ¥

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Anexo IX: Analise por HPLC da producdo de riboflavina. A. Cromatograma referente a
amostra obtida do cultivo de B. subtilis KO7 contendo o sistema de SRNAs; B. Cromatograma
referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis superprodutor de riboflavina contendo o
sistema de SRNAs; C. Cromatograma referente a amostra obtida do cultivo de B. subtilis KO7
(LuxR1+Operon rib) contendo o sistema de SRNAS
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