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PROSPECCAO DE GENES COM INTERESSE BIOTECNOLOGICO

RESUMO - Neste trabalho foi realizada a prospeccado de novos genes de interesse
biotecnoldgico em bibliotecas metagenémicas e em linhagens de Burkholderia através
da técnica de reacdo em cadeia da polimerase. Nas bibliotecas metagenémicas, foi
possivel identificar genes que codificam alcool desidrogenase, oxirredutase, acil-CoA
desidrogenase, luciferase, transportadores de membrana, thiolase, aminoglicosideo
fosfotransferase, desidrogenase de cadeia curta, proteinas repressoras TetR, enoil-CoA
hidratase/isomerase, entre outras. Nas treze linhagens de Burkholderia testadas, seis
apresentaram amplificacdo positiva para o gene de xilose isomerase. Estes genes
foram completamente sequenciados e as sequéncias foram utilizadas em analises
computacionais, que permitiram estabelecer a identidade entre as sequéncias e a
deducéo da fungéo das proteinas baseado em similaridades. Foi realizada a medida do
indice de adaptacéo de codons, com a finalidade de se encontrar um hospedeiro onde
a expressdo seja maximizada, baseando-se na presenca de codons preferenciais e
raros. Esta andlise mostrou que os genes encontrados possuem boas possibilidades de
expressdao em Escherichia coli, mas que podem apresentar uma taxa de expressao
ineficiente em Saccharomyces cerevisiae. Foi realizado um teste de complementacao
génica utilizando um dos genes descobertos e uma linhagem de Escherichia coli que
possui 0 gene de xilose isomerase nocauteado. Os transformantes foram capazes de
crescer em meio cuja Unica fonte de carbono era o acgucar xilose, mostrando que o
gene é funcional. Estes genes serdo utilizados futuramente em ensaios de expressao

para caracterizacdo da enzima.

PALAVRAS-CHAVE: xylA, xilose isomerase, metagenoma, Burkholderia, xarope de

milho rico em frutose, biocombustiveis.
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PROSPECTION OF GENES WITH BIOTECHNOLOGICAL INTEREST

SUMMARY - In this work was carried out prospection for new genes of biotechnological
interest in metagenomic libraries and strains of Burkholderia through the technique of
polymerase chain reaction. In metagenomics libraries, we could identify genes encoding
alcohol dehydrogenase, oxidoreductase, acyl-CoA dehydrogenase, luciferase,
membrane transporters, thiolase, aminoglycoside phosphotransferase, short-chain
dehydrogenase, TetR repressor protein, enoyl-CoA hydratase/isomerase, among
others. Of the 13 strains of Burkholderia tested, 6 showed positive amplification for the
xylose isomerase gene. The genes were completely sequenced and the sequences
were used in computational analysis, which allowed to establish the identity between the
sequences and deducing protein function based on similarities. We evaluated the codon
adaptation index, with the aim of finding a host in which the expression is maximized,
based on the presence of preferred codons and rare. This analysis showed that the
genes found have good possibilities of expression in Escherichia coli, but that may have
an inefficient rate of expression in Saccharomyces cerevisiae. We conducted a genetic
complementation test using one of the discovered genes and one strain of Escherichia
coli that has the xylose isomerase gene knocked out. Transformants were able to grow
in a medium whose sole source of carbon was the sugar xylose, showing that the gene
is functional. These genes will be used in expression assays for characterization of new

enzymes.

KEYWORDS: xylA, xylose isomerase, metagenome, Burkholderia, High-fructose corn

syrup, biofuels.



I. INTRODUCAO

A proposta deste trabalho de doutorado foi prospectar genes de interesse
biotecnoldgico, particularmente os envolvidos na conversdo de xilose em xilulose. A
enzima Xxilose isomerase catalisa a isomerizacao reversivel da D-xilose e D-glicose para
D-xilulose e D-frutose, respectivamente (Fig. 1). Na natureza, a interconversao de xilose
em xilulose serve uma exigéncia nutricional de bactérias saprofitas, que se
desenvolvem em material vegetal em decomposi¢cdo. Esta enzima possui imensa
importancia biotecnoldgica, pois é empregada na producgéo de frutose a partir de amido

e na producao de biocombustivel.

Figura 1. Reacdo catalisada pela enzima xilose isomerase (EC 5.3.1.5).

Xilose € o segundo carboidrato mais abundante na natureza, e a fermentagéo

comercial deste composto para a producdo de etanol pode representar uma alternativa



de aumento da produtividade para o futuro. A levedura selvagem Saccharomyces
cerevisiae fermenta prontamente glicose, mas ndo é capaz de metabolizar xilose.
Apenas uma pequena parcela de bactérias, leveduras e fungos filamentosos séo
naturalmente capazes de fermentar xilose. A prospeccdo dos genes foi realizada em
bibliotecas metagendmicas e em isolados de burkholderias. Estes genes serdo
futuramente utilizados em experimentos de engenharia metabdlica e engenharia
evolutiva, visando obtencdo de linhagens capazes de fermentar xilose, para uma

conversao mais eficiente da biomassa em etanol.



Il - REVISAO DA LITERATURA

2.1. O emprego da enzima xilose isomerase na producéo de biocombustiveis

A descoberta de fontes alternativas de energia tem despertado interesse de
cientistas ao redor do planeta em virtude tanto da ja prevista escassez de petroleo para
as préximas décadas, como também com o aumento da preocupacdo a respeito da

poluicdo do meio ambiente ocasionada pelos derivados da indUstria petrolifera.

A maior contribuicdo para o aquecimento global é creditada aos altos niveis de
emissdo de gases “efeito-estufa”, principalmente o diéxido de carbono (CO,), liberado
na queima de combustiveis fésseis. Assim, para mitigar a emissdo de CO,, fontes de
energia renovaveis, como 0 etanol, sdo uma promissora alternativa ao consumo de

derivados de petréleo.

O Brasil foi primeira nagao a conduzir um programa em larga escala utilizando o
etanol como combustivel. O Programa Nacional Brasileiro de Etanol (Proalcool) foi
originalmente criado em 1975, devido a crise de energia ocorrida em 1973, e propiciou
uma reducdo na dependéncia do pais em combustiveis fésseis O programa representa
uma das maiores aplicacdes comerciais da biomassa para a producao e utilizacdo de
energia no mundo, e demostrou a viabilidade técnica de producdo em larga escala de
etanol de cana e seu uso para combustivel motores de automoveis (ROVERE et al,
2011). Atualmente, o etanol contribui com 40% do combustivel utilizado no pais. Assim,
0 Brasil se tornou o segundo maior produtor de etanol combustivel, depois da USA,
com 27,5 bilhdes de litros produzidos na safra de 2008/2009, segundo dados da Unido
da Industria de Cana-de-Ac¢ucar (UNICA), a maior organizacao representativa do setor
de acucar e bioetanol do Brasil.

O aumento da demanda de 6leo bruto, que elevou o preco do barril a US$ 110
em 2008, renovou o0 interesse na exploracdo de residuos de lignocelulose para

producdo de etanol combustivel. Nas décadas passadas, jA era consenso que a



producédo de etanol a partir da biomassa de plantas deveria ocorrer ndo somente dos
acucares fermentaveis tais como o amido e a sacarose, mas também partindo de
hidrolisados de lignocelulose. Isto porque existe uma grande variedade de matéria
prima: bagaco de cana de acgucar, as arvores de crescimento rapido, grama, plantas
inteiras, residuos da producdo industrial, plantas aquéticas, entre outros (HAHN-
HAGERDAL et al., 2007). A utilizacdo completa do substrato € um dos pré-requisitos
para tornar economicamente competitivo o processo de producdo de etanol a partir de

hemicelulose, cujo constituinte mais abundante € a xilose (tabela 1).

Tabela 1-Composicao em polimeros da lignocelulose (INGRAM et al., 1999).

Frag¢do Conteudo na lignocelulose Mondémeros principais
Celulose 33-51% Glicose
Hemicelulose 19-34% Glicose, manose, galactose

Xilose e arabinose

Lignina 20-30% Alcodis aromaticos

Pectina 2-20% Acido galacturdnico e ramnose

Celulose é o principal constituinte da lignocelulose, um polimero linear composto
de milhares de subunidade de D-glicoses unidas através de ligacbes glicosidicas do
tipo B-(1—4). A celulose tipicamente ocorre como polimeros paralelos com grande
quantidade de pontes de hidrogénio. Esta conformacdo estrutural, bem como
associacdo com lignina, hemicelulose, amido, proteina e minerais torna a celulose
altamente resistente a hidrolise. (VAN MARIS et al., 2006).

Hemicelulose, o segundo maior constituinte da lignocelulose, é um complexo
heteropolimero altamente ramificado que contem hexoses (D-glicose, D-galactose, D-
manose, L-ramnose e L-fucose), pentoses (D-xilose e D-arabinose) e acidos urbnicos

(D-glicuronico e D-galacturonico). A composicdo deste polimero, entretanto, é



dependente da planta do qual ele se originou. Por outro lado, em contraste com a
celulose, a hemicelulose é facilmente hidrolisada em seus monossacarideos
constituintes (VAN MARIS et al., 2006).

Lignina, constituindo de 10-20% da biomassa seca, € um polimero aromatico
contendo residuos fendlicos tais como: alcool trans-p—coumaril; trans-p-coniferil e alcool
trans-p-sinapil. Além de nao contribuir com carbono fermentavel este composto também

€ uma relevante fonte de inibicdo microbiana (VAN MARIS et al., 2006).

Tabela 2: Composigédo dos principais acucares da lignocelulose em restos de vegetais.
(Adaptado de VAN MARIS et al., 2006)

milho trigo bagaco algodao beterraba
Carboidratos (%)
Glicose 34,6 32,6 39,0 37,1 24,1
Manose 0,4 0,3 0,4 1,1 4,6
Galactose 1,0 0,8 0,5 2,4 0,9
Xilose 19,3 19,2 22,1 9,4 18,2
Arabinose 2,5 2,4 2,1 2,3 1,5
Acidos urénicos 3,2 2,2 2,2 NA 20,7
N&o carboidratos (%)
Lignina 17,7 16,9 23,1 28,8 1,5
Extrativos 7,7 13,0 3,8 7,7 NA
Cinza 10,4 10,2 3,7 10,5 8,2

A levedura selvagem Saccharomyces cerevisiae fermenta prontamente glicose,
manose e frutose, via Embden-Meyerhof, glicolise, enquanto a D-galactose é
fermentada pela acdo combinada da via Leloir e glicdlise. Entretanto, este

microrganismo néo fermenta pentoses tais como a xilose.



Junto com a glicose, xilose € um dois principais componentes monossacarideos
da biomassa derivada de plantas (Tabela 2). Para viabilizar economicamente os
processos industriais de producdo de etanol a partir de hidrolisados lignocelulésicos
derivados de biomassa é necessaria a fermentagcédo de todos os agucares presentes. A

fermentagéo da xilose a etanol € um dos maiores desafios tecnologicos do momento.

D-xilose e L-arabinose entram na via das pentose-fosfato (PPP) através da D-

xilulose. Basicamente, ha duas vias de metabolizacdo da xilose (Fig. 2).

Xylose Xylose
~NAD(P)H A
XR
“NAD(P)*
D-xylitol Xl
- NAD"
XDH
NADH v
D-xylulose D-xylulose
ATP ATP
XK N XK N
v
D-xylulose-5-P D-xylulose-5-P
| |
| |
| |
| |
A v B v

Figura 2. Vias metabodlicas para a utilizacdo de xilose. A. via XR-XDH. B. via Xl
(Karhumaa et al., 2007). XR: xilose redutase. XD: xilitoil desidrogenase. XI: xilose

isomerase. XK: xilulokinase.

Poucas espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos sao naturalmente

capazes de fermentar xilose em etanol. Levando em conta o substrato lignocelulésico e



considerando as estratégias moleculares modernas para o0 desenvolvimento de
linhagens, cada grupo de micro-organismos tem suas vantagens e desvantagens
(HAHN-HAGERDAL et al., 2007).

Em algumas linhagens de leveduras, a conexdo entre o metabolismo de xilose e
a PPP ocorre pela sua conversdo em xilulose 5-fosfato. Duas oxiredutases estédo
envolvidas neste processo, a xilose redutase (XR) e a xilitoil desidrogenase (XDH).
Essas oxiredutases possuem diferentes especificidades de cofatores, pois a conversao
de xilose em xilulose rende um NADP* e um NADH. NADPH e NAD" precisam ser
regenerados, para manutencado do balanco redox (JEFFRIES, 2006). Em condicdes
anaerdbicas, quando ndo h&a aceptor de elétrons disponivel, a célula ndo consegue
manter o balanco redox e ndo fermenta a xilose. Mas algumas leveduras, como Pichia
stipitis e Pachysolen tannophilus, sdo capazes de fermentar xilose sob condi¢des
anaerobicas, pela habilidade de sua XR utilizar tanto o NADH como o NADPH
(GOVINDASWAMY & VAME, 2007, KARHUMAA et al., 2007).

A converséo de xilose em xilulose também é realizada pela xilose isomerase (XI),
uma enzima que nao depende de cofatores e, portanto, ndo altera o balanco redox da
levedura. A clonagem destes genes em leveduras industriais representa uma
promissora possibilidade de conversédo da xilose. Porém, ha informacdes na literatura
de que as Xl procaridticas simplesmente ndo funcionam bem em S. cerevisiae.
Surpreendentemente, a existéncia desta enzima foi relatada em uma levedura
anaerdbica denominada Piromyces sp, que foi isolada a partir de excremento de
elefante asiatico (BOXMA et al., 2004).

As pesquisas mais recentes se concentram na engenharia metabdlica e
evolutiva de S. cerevisiae visando obtencdo de novas linhagens estaveis, com a
capacidade de fermentar todos os acUcares derivados da lignocelulose, principalmente
xilose, a etanol (Fig. 3). A clonagem de genes de XlI ou de XR e XDH é mundialmente
considerada de fundamental importancia para conduzir a xilose para a PPP (JEFFRIES
2006; KARHUMAA et al.,2007).
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Figura 3. Catabolismo de L-xilose e D-arabinose em linhagens de S. cerevisiae
metabolicamente engenheiradas. Numeros de "Enzime Code" (EC) sublinhados
representam enzimas/passos presentes no metabolismo da linhagem selvagem
de S. cerevisiae. O nome dos genes correspondentes as enzimas sao dados nos
parénteses da legenda desta figura. 1.1.1.21, aldose/xilose redutase
(GRE3/xyll); 1.1.1.9, xilitol desidrogenase (XYL2/xyl2); 2.7.1.17, xilulokinase
(XKS1/xyl3); 5.3.1.5, xilose isomerase (xylA); 1.1.1.12, arabinitol-4-
desidrogenase (ladl); 1.1.1.10, L-xilulose redutase (Ixrl); 5.3.1.4, L-arabinose
isomerase (araA); 2.7.1.16, L-ribulokinase (araB); 5.1.3.4, L-ribulose-5-fosfate-4-
epimerase (araD). G-3-P, gliceraldeido-3-fosfato; PPP, pentose-fosfato “pathway”
(VAN MARIS et al., 2006).

A primeira tentativa de clonagem e expressado do gene de xilose isomerase (xylA)
em S. cerevisiae bem sucedida ocorreu com o gene proveniente da bactéria termdfila

Thermus thermophilus. Xilose isomerase de T. thermophilus pdde ser expressa em S.



cerevisiae em uma forma ativa, mas a atividade dessa enzima terméfila, com uma
temperatura 6tima de 85 °C foi muito baixa a 30 °C (WALFRIDSSON et al., 1996). Em
2003, KUYPER et al. expressaram com sucesso um gene xylA do fungo anaerébico
Piromyces sp. em S. cerevisiae, obtendo atividade enzimatica. No entanto, uma
desvantagem desta enzima foi a sua forte inibicdo por xilitol. Em 2005, VORONOVSKY
et al. reportaram a expressdo dos genes que codificam xilose isomerases de
Escherichia coli e Streptomyces coelicolor na levedura mutante Hansenula polymorpha
Dxyl1, cujo gene que codifica xilose redutase estava suprimido. A expresséo dos genes
bacterianos de xilose isomerase restabeleceu a capacidade do mutante H. polymorpha
Dxyl1l de crescer em meio com xilose como a unica fonte de carbono. Em 2009, BRAT
et al. relatarem éxito na clonagem e expressédo de uma xilose isomerase proveniente da
bactéria Clostridium phytofermentans com atividade em S. cerevisiae. Além disso, esta
enzima se mostrou menos sensivel a inibicdo por xilitol do que a enzima proveniente de
Piromyces. Houve todavia inimeras tentativas de expressdo de genes de xylA
provenientes de diferentes espécies que ndo foram bem sucedidas, seja pela
impossibilidade da levedura expressar o gene, seja devido a sintese da enzima em uma
forma nédo ativa (SARTHY et al., 1987; AMORE et al., 1989; MOES et al., 1996; BRAT
et al., 2009).

2.2. Utilizacdo da enzima xilose isomerase na producao de frutose

Em 1957, MARSHALL e KOOI descobriram que a enzima xilose isomerase
proveniente de Pseudomonas hydrophila possuia capacidade de isomerizacdo da
glicose. Este foi 0 ponto inicial da exploracdo desta enzima para a fabricacdo de frutose
a partir de glicose como substituto para o agucar de cana de agucar e de beterraba. A
isomerizagdo enzimatica da glicose foi realizada pela primeira vez em escala industrial
em 1967 pela industria americana Clinton Corn Processing Co. A enzima glicose
isomerase tornou-se disponivel comercialmente em 1974, e em 1980 praticamente

todas as companhias do mundo ja utilizavam a tecnologia de isomerizacdo enziméatica
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da glicose. Hoje, esta enzima comanda o maior mercado na industria de alimentos e €
uma das trés que possuem 0 maior valor por tonelada, sendo amilase e protease as
outras duas (BHOSALE et al, 1996).

A principal aplicacdo desta enzima € na producdo de xarope de milho rico em
frutose (HFCS - "high fructose corn syrup”). HFCS €& uma mistura de equilibrio de
glicose e frutose (1:1), 1,3 vezes mais doce que a sacarose e 1,7 vezes mais doce que
a glicose. HFCS é fabricado a partir de amido, e seu preco é 10-20% menor que o da
sacarose sobre a base de seu poder adocante e é preferido pela industria de alimentos
porque ndo apresenta problema de cristalizacdo como é o caso da sacarose. Além
disso, D-frutose desempenha um papel importante como um edulcorante para
diabéticos, porque é lentamente reabsorvido pelo estdtmago e nao influencia o nivel de
glicose no sangue. As principais utilizagdes do HFCS estdo na producdo de bebida,
panificacdo, conservas, e nas industrias de confeitaria. Por ser uma enzima com
relevante importancia na indastria de alimentos, a maior parte das informacdes a seu

respeito estdo documentadas na forma de patentes (BHOSALE et al, 1996).

2.3. Prospeccéao de genes utilizando a abordagem metagenémica

A descoberta de novas enzimas de conversdo de xilose com atividade catalitica
em S. cerevisiae requerer um escrutinio intensivo de cole¢cdes de culturas. Neste
sentido, a abordagem metagendmica pode representar uma promissora alternativa para

a descoberta de novas enzimas com propriedades étimas (VAN MARIS et al., 2006).

Até a década de 90, a identificacdo microbiana requeria o isolamento de culturas
puras e sua caracterizacdo era realizada principalmente por testes nutricionais,
biogquimicos e fisiolégicos. Isso limitou a avaliacdo taxondmica e filogenética e a
estimativa da diversidade microbiana de um ambiente, devido a incapacidade de cultivo

da maioria dos micro-organismos pelos métodos convencionais (PACE, 1997).
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O acesso molecular individual aos tipos de bactérias existentes na natureza tem
sido baseado na determinacdo das sequéncias 16S rRNA amplificadas e clonadas a
partir deste DNA obtido do solo. Estes estudos mostraram que a diversidade genética
de micro-organismos na natureza é muito maior que a refletida nas cole¢cbes e bancos
de linhagens, porque apenas uma pequena parcela dos micro-organismos, em torno de
1%, séo cultivaveis pelas técnicas padrbes de cultivo (AMMAN et al., 1995;
BORNEMAN et al., 1996; GESOLMINO et al., 1999; SILVEIRA et al., 2006; PEREIRA et
al., 2006). Essas descobertas proporcionaram base cientifica para o desenvolvimento
de novas abordagens de acesso ao potencial metabdlico dos micro-organismos do solo
sem a necessidade de cultivd-los. A Metagendmica, ou analise gendmica da
comunidade de micro-organismos de um determinado habitat por técnicas
independentes de cultivo, se consolida como uma estratégia interessante e promissora
(SCHLOSS & HANDELSMAN, 2003). Essa abordagem consiste na extracdo de DNA
diretamente do ambiente e construcdo de uma biblioteca de DNA com este genoma

misto, para posterior clonagem e expressao de genes de interesse (Fig. 4).

A metodologia de construcao de bibliotecas gendmicas, que envolve a geracéo e
clonagem de fragmentos de DNA de alto peso molecular em vetores apropriados e a
prospeccdo de genes de interesse, tem sido utilizada exaustivamente por mais de trés
décadas. A clonagem de DNA metagendmico, entretanto, foi pela primeira vez
reportada na metade da década de 90, com a construcdo de uma biblioteca de
metagenoma marinho (STEIN et al., 1996).

A ampla diversidade microbiana do solo constitui-se de um enorme “pool”
genético e bioquimico que pode ser explorado para a descoberta de novos genes, vias
metabdlicas inteiras e seus produtos. A metagendmica oferece um caminho para
acessar mais completamente a diversidade microbiana total de uma amostra ambiental.
Este acesso permite examinar a gendmica dos membros de sua microflora, mesmo sem

meios de cultivo de muitos dos organismos presentes.
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Amostra ambiental

e

Extracdo de DNA Clonagem Transformagdo em
hospedeiros E. coli

Biblioteca
Metagendmica

' l AW

Prospeccdo por expresséo de
fendtipos especificos

Prospeccdo de determinadas seqiiéncias

i Sequienciamento aleatério
por PCR ou hibridizacéo d

Figura 4. Metagendmica envolve a construgdo de uma biblioteca de DNA de uma
populacdo microbiana de um ambiente e analise das funcbes e sequéncias
contidas na biblioteca (adaptado de RIESENFELD et al., 2004).

Essa abordagem tem sido utilizada com sucesso em varios estudos: para
analises filogenéticas, para descricdo e analise de genes especificos, para
determinacdo de vias biossintéticas complexas ou para a descricdo do metabolismo de
bactérias desconhecidas. Além disso, essa metodologia pode ser utilizada para estudo
de comunidades microbianas contidas em diversas amostras especificas como as que

constituem biofilmes ou consorcio de bactérias contidas em culturas de enriquecimento.

Muitos ambientes sdo focos da metagendémica, incluindo solos, cavidade oral,
rumem, habitats aquaticos, entre outros. Em diferentes tipos de amostras, diferentes

estratégias podem ser utilizadas para obtencdo do DNA metagendmico. Para a
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utilizacdo em técnicas de clonagem, é necessario que o DNA extraido seja de alta

gualidade, puro e ndo fragmentado (ZHOU et al., 1996).

Bibliotecas que contem grandes insertos de DNA ambiental sdo construidas
principalmente em vetores cosmideos (COURTOIS et al., 2003), fosmidios (GINOLHAC
et al., 2004) e BAC (RONDON et al., 2000), e permitem identificacdo e exploracdo de
genes e vias biossintéticas complexas. Vetores que se mantém na célula em alto
namero de coépias, € que aceitam insertos pequenos também sao utilizados pela
facilidade de obtencdo de DNA plasmidial suficiente para andlises baseadas em
sequéncia (TYSON et al., 2004).

Os elementos genéticos clonados podem ser identificados com base na
sequéncia de DNA, por PCR ou hibridizagdo, ou na funcdo expressada pelo
hospedeiro. Os métodos de prospeccdo podem ser conduzidos em pequena escala,
onde cada clone é testado separadamente para uma determinada caracteristica, ou em
larga escala, geralmente de forma automatizada, que permite uma identificagdo muito
rapida dos transformantes desejados (HANDELSMAN, 2005) De forma geral, intensivas
analises de clones individuais ou de “pools” de clones da biblioteca sdo necessarias

tanto para a prospeccao baseada em atividade como em sequéncia.

2.4. Prospeccdao de genes em isolados pertencentes ao género Burkholderia

O género Burkholderia € atualmente composto por mais de 60 espécies, isoladas
de diferentes nichos ecoldgicos, como o solo, rizosfera, agua, plantas, fungos, animais,
ambientes hospitalares e humanos infectados (COENYE e VANDAMME, 2003). E um
grupo bacteriano intrigante, de grande importancia em varios ecossistemas, devido a
sua habilidade em degradar poluentes, produzir compostos antimicrobianos, promover
0 crescimento vegetal, fixar nitrogénio atmosférico e ocupar uma grande variedade de
nichos ecoldgicos (SALLES, 2005).



14

Este género é formado por bactérias Gram-negativas, aerodbias em forma de
bastonete pertencentes ao filo das Proteobactérias e a classe das Betaproteobactéria
(HOLMES et al., 1998).

A criagcdo do género Burkholderia foi sugerida em 1992 por YABUUCHI et al., para
agrupar o grupo Il em homologia do rRNA de Pseudomonas, com Burkholderia cepacia
(antiga Pseudomonas cepacia) como espécie padrdao (PALLERONI, 1997). Esta
classificacdo foi baseada em caracteristicas fenotipicas, na composicao celular, na
sequencia do gene 16S rDNA e na homologia do DNA-DNA (YABUUCHI et al., 1992).

O nome deste género provém do pesquisador Burkholder, que foi quem observou
esta espécie padrdo (antiga Pseudomonas cepacia) e a descreveu como sendo 0
agente causal da podriddo mole da cebola (BURKHOLDER, 1950).

2.5. Objetivos

O projeto de pesquisa original se apoiava em dois objetivos principais: a
construcdo de um banco de diversidade genética microbiana através da abordagem
metagendmica e a prospecc¢ao de enzimas de interesse biotecnoldgico envolvidas na

producédo de etanol.

A utilizacdo completa do substrato € um dos pré-requisitos para tornar
economicamente competitivo o0 processo de produgdo de etanol a partir de
lignocelulose. Dessa forma, a descoberta de novos genes de xilose isomerase € uma
promissora alternativa para aumento da eficiéncia do processo de producao de etanol.
Novos genes envolvidos na producdo de etanol serdo futuramente usados em
experimentos de clonagem, biossintese combinatéria e expressédo heterdloga. Os
resultados deste trabalho vao fornecer material biolégico, conhecimento, capacitacao
técnica e ferramentas para a manipulacdo de genes responsaveis pela producédo de

etanol.
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lll. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de Micro-
organismos e Plantas do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de Jaboticabal. Os protocolos, quando néo
especificados pelo fornecedor dos kits ou reagentes utilizados neste trabalho, foram
baseados em SAMBROOK et al. (1989). Tais técnicas ndo oferecem risco para o meio

ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de biosseguranca (NB-1).

3.1. Coleta das amostras de solo

Vinte amostras simples ao acaso em ziguezague foram coletadas. Para cada
uma das areas, as amostras foram reunidas e homogeneizadas resultando em uma
amostra composta. Estas foram imediatamente conduzidas ao Laboratorio de
Bioguimica de Micro-organismos e Plantas (LBMP), no Departamento de Tecnologia,
para extracdo do DNA metagendmico. A Fig. 5 ilustra o esquema de coletas das

amostras de solo.

Figura 5. Esquema de coleta das amostras de solo.
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3.2. Extracdo de DNA metagendmico

A extragcdo do DNA das amostras foi realizada com a utilizagdo do FastDNA®
SPIN Kit for soil (MP Bio), de acordo com as instru¢bes do fabricante. No final, as

amostras foram mantidas a 20°C negativos.

3.3. Quantificacdo do DNA metagendémico em gel de agarose.

A guantificacdo foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v),
contendo brometo de etidio (0,5 ug/ml). A eletroforese foi realizada com uma aliquota
de 3 uL de DNA adicionada de 3 uL de tampé&o de carregamento [0,025% (p/v) de azul
de bromofenol e 50% de glicerol v/v] e conduzida em tampdo TEB 1X [Tris 89 mM,
Acido Boérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3], a 100 V. A visualizacdo do DNA foi
realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em um aparelho fotodocumentador
(Bio Rad — Gel Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio RadTM,Hercules,
CA, USA).

3.4. Quantificacdo do DNA metagenémico no NanoDrop

O aparelho foi ajustado para leitura de fita dupla de DNA, e este foi calibrado
com uma amostra de agua MILLI-Q filtrada. Posteriormente, foram lidas no NanoDrop 1

pl das solucdes contendo o DNA metagendmico

3.5. Construcédo da biblioteca metagenémica em vetor cosmideo e fosmidio

A metodologia para construcdo das bibliotecas metagendmicas em vetor
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cosmideo e fosmideo é a mesma. A Fig. 6 resume 0S passoS hecessarios para

construcao da biblioteca em vetor fosmidio e cosmideo.

Figura 6. Resumo dos passos necessarios para construcao da biblioteca em vetor

cosmideo e fosmidio.

Como o vetor estava aberto no sitio de restricdo da enzima Smal, cujo corte gera
extremidades abruptas, fez-se necessario realizar o reparo das extremidades do
inserto. Para cada amostra contendo até 15 ug de DNA metagendmico, em um volume
de 52 ul, foram acrescentados 8 ul de 10x concentrado “end repair buffer” (Epicentre), 8
ul de uma mistura de dNTPs, 8 pl de ATP 10 mM e 4 pl de “end repair enzyme”
(Epicentre). A reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 45 minutos e em seguida
a 75°C, por 20 minutos, para inativagdo das enzimas. As amostras foram estocados a

4°C até serem utilizados.

A selecdo de tamanho dos insertos reparados de DNA metagendémico foi
realizada através de eletroforese preparativa em gel de agarose de baixo ponto de
fusdo (Sigma) 1% (p/v), isento de brometo de etidio. Para isso, cuba de eletroforese foi

previamente descontaminada com hipoclorito 4% (v/v).

Uma aliquota de 20 uL de DNA metagendmico foi aplicada no gel e ao lado 100
ng do marcador de 36 Kb T7 “control” DNA (Epicentre). Pulou-se uma canaleta e na

proxima foi aplicado todo o volume da solucdo de DNA. A eletroforese foi conduzida em
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tampdo TAE 1X [40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA] isento de brometo de etidio, a

voltagem constante 30 V por aproximadamente 8 horas.

Apés a eletroforese descrita, foi realizado um corte vertical no gel de agarose
resultando duas por¢des de gel, uma contendo os insertos a serem recuperados e outra
com o marcador e a amostra comparativa para corar. A por¢cdo do gel que continha o
marcador foi corada com brometo de etidio e observada sob um transiluminador. O
padrdo de bandeamento serviu como guia para obtencdo dos insertos na por¢do nao
corada do gel, colocando-se as duas partes do gel lado a lado. A regido do gel
contendo insertos de tamanho entre 20 e 40 kb foi marcada e cortada com o auxilio de
uma lamina de bisturi, sendo depositada em tubos eppendorfs de 1,5 ml,
aproximadamente 400 mg de gel/tubo. Os pedacos de agarose que continham o DNA
de tamanho selecionado foram armazenados a 4°C até o momento do uso. O restante
do gel foi corado, visualizado em luz UV e documentado em fotodocumentador (Bio Rad
— Gel Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio RadTM,Hercules, CA, USA).

Os tubos contendo os fragmentos de gel de agarose foram incubados em banho
a 65°C durante 15 minutos. Cada amostra teve seu volume igualado a 500ul,
completando o volume com tampao TE (10:1) pH 8,0, quando necessario. O tampao da
enzima gelase (10 pl) e a enzima gelase (3ul) (Epicentre) foram adicionados aos tubos,
gue foram agitados e centrifugados rapidamente. As amostras foram incubadas em
banho-maria a 45°C por 1 hora. Em seguida, a reacao foi transferida para banho-maria
a 70°C por 15 minutos para inativacao da enzima. Igual volume de acetato de aménio 5
M foi adicionado, e em seguida o material foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos

para precipitacdo do material insoltvel.

Cuidadosamente, foram transferidos 95% (v/v) do sobrenadante para um tubo
novo. O DNA foi precipitado pela adicdo de 2 volumes de etanol absoluto, incubacao de
20 minutos em ultrafreezer (-80°C) e recuperado por centrifugacéo a 14.000 g por 30
minutos a 4°C. Em seguida, foi lavado com 1 ml de etanol 70% (v/v) e centrifugado
14.000 g por 15 minutos a 4°C. O DNA precipitado foi ressuspendido num volume total

de 40 ul e quantificado em gel de agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5
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ug/ml). A eletroforese foi conduzida em tampao TBE 1X, a voltagem constante de 90 V

por 2 horas.

A reacao de ligagéo dos insertos no vetor foi realizada mantendo uma relagéo de
concentracao de insertos de DNA metagen6mico com DNA vetor na proporgao [1:10]. A
reacdo foi executada em um volume de 20 ul contendo 2 pl de inserto DNA
metagendmico (x0,2 ug, = 30 Kb), 1 ul de vetor pCC2FOS, 2 ul de tampao “fast-link
ligation buffer” 10X (Epicentre), 1 pl de ATP 10 mM, 1 pl da enzima “fast link DNA
ligase” (Epicentre) e 13 ul de H,O Milli-Q estéril. A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente (25°C) por 3 horas e depois a 70°C por 10 minutos para inativacdo da enzima.

Os fosmidios ligados ao inserto foram armazenados a 20°C negativos.

Para transformacdo das células fago-competentes, um tubo de extrato de
empacotamento (Epicentre) com 50 ul foi retirado do freezer 80°C negativos, e colocado
no gelo. Em cada tubo contendo os fosmidios ligados ao inserto foi adicionado 25 ul de
extrato de empacotamento. As amostras foram agitadas cuidadosamente, centrifugadas
rapidamente, e depois incubadas em banho-maria a 30°C por 90 minutos. Passado
esse periodo, foram adicionados mais 25 ul de extrato de empacotamento em cada
tubo e as amostras foram novamente incubadas a 30°C por mais 90 minutos. Em
seguida foi adicionado 500 ul de tampéo de diluicdo de fagos [L0mM Tris-HCI (pH 8,3),
100mM NaCl, 10mM MgCl;] e 25 ul de cloroférmio. Os tubos foram agitados por

inversao e estocados a 4°C.

Colbnias isoladas da célula EPI-300 (Epicentre) foram obtidas através do cultivo
dos estoques em placas de petri com meio de cultura LB suplementado com 10 mM
MgSO,. No dia anterior a realizagdo da rea¢do de empacotamento, foram inoculados 50
ml de caldo LB suplementado com uma coldnia isolada de células EPI-300. O cultivo foi
mantido durante a noite a 37°C e agitacdo de 230 rpm. No dia da reacdo de
empacotamento, 50 ml de caldo LB suplementado foi inoculado com 5 ml do pre-inéculo
e cultivado sob a mesma agitacdo a 37°C até atingir a densidade 6tica a 600 nm entre
0,8 e 1,0. A densidade Optica foi determinada no Biophotometer (Eppendorf). As

amostras foram mantidas a 4°C até o momento do uso.
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Para infeccao das células EPI-300, cada 10 ul da solucdo com os fosmidios
empacotados foi misturado, em condicdes estéreis, a uma aliquota de 100 ulL de
células do inoculo preparado. Os tubos foram gentiimente agitados e incubados em
estufa a 37°C por 20 minutos sem agitacdo. Apds esse periodo, os 110 ul de cada um
dos tubos foi aplicado em placas de petri contendo meio de cultura LB com
cloranfenicol (12,5 ug/ml). As placas foram incubadas durante a noite em estufa a 37°C.
Como controle positivo, células EPI-300 sem vetor foram cultivadas em meio sem
antibiotico, e como controle negativo as células EPI-300 sem vetor foram plaqueadas

em meio contendo antibiético.

Os clones transformados foram repicados com palitos de madeira esterilizados
para placas estéreis de poliestireno (96 “well assay plate”, 250 ul) contendo 125 ul de
meio Circle Grow (BIO-101) acrescido de 12,5 ug/ml de cloranfenicol. As placas foram
incubadas em estufa B.O.D. por 22 horas. Apés esse periodo, foram adicionados 125 ul
de solucdo de glicerol 40% (v/v). Estas placas constituem o estoque de clones das

bibliotecas metagendmicas e estdo estocadas a 80°C negativos.

3.6. Construcédo da biblioteca metagenémica em plasmidio.

Esta biblioteca foi construida com DNA metagendbmico obtido a partir de
amostras de terra de cupinzeiro. Foi realizado o reparo das extremidades do inserto
com as enzimas T4 DNA polimerase, Klenow e T4 polinucleotideo quinase (Fermentas),
de acordo com as instrucbes do fabricante. A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente por 45 minutos e em seguida a 75°C, por 20 minutos, para inativacdo das
enzimas. Os tubos foram estocados a 4°C até serem utilizados.

A selecdo de tamanho dos insertos reparados de DNA metagenémico foi
realizada através de eletroforese preparativa em gel de agarose de baixo ponto de
fusdo, da mesma forma descrita no item "construgdo da biblioteca metagenémica em

vetor fosmidio" Foram selecionados insertos com tamanho variando entre 5 e 10 kb..
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O vetor utilizado foi o pUC19DNA/Smal (Fermentas) (Fig. 7). Foi efetuada
ligacdo com relacdo de concentracdo DNA insertos:DNA vetor na proporcao [4:1]. A
reacdo foi executada em um volume de 20 ul contendo 400 ng do DNA selecionado
purificado, 100 ng de vetor pUC19DNA/Smal (Fermentas), 2 ul de tampao ligase [10x] e
20U de T4 DNA ligase (N.E. Biolabs), misturados gentilmente, incubando-se a 16°C
durante a noite, aproximadamente 16 h. Como controle, uma reacdo similar contendo

apenas 100 ng do DNA plasmidial do vetor foi realizada nas mesmas condi¢des.

A linhagem DH5a F [supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, relAl] sensivel a ampicilina, foi utilizada como hospedeira dos vetores
recombinantes. Corresponde a uma linhagem supressiva deficiente em recombinacao.

¢80 lacZAM15 permite a a complementacdo com o N-terminal da p-galactosidase
codificada pelo vetor (SAMBROOK, 1989).

Figura 7. Mapa do vetor pUC19.
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A transformacéo das células competentes foi realizada por choque térmico. Em
tubos (falcon) de 15 ml, foram adicionados volumes entre 4 — 20 ul dos produtos das
reacdes de ligacdo. Nesse momento, as células competentes (E. coli DH5a) foram
removidas da temperatura -80°C e foram colocadas em banho frio por £5 minutos.
Foram adicionadas 50 ul da suspensdo de células aos tubos com os produtos de
ligacdo, misturando-se gentilmente e incubando-se em gelo por 20 minutos. Os tubos
foram entdo imediatamente aquecidos em banho a 42°C, sem agitacdo, por 90
segundos, para proceder-se o choque térmico. ApGs esse periodo, os tubos retornaram
rapidamente ao gelo, onde permaneceram por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se
950 ul de meio SOC a suspensdo, incubando-a a 37°C, com agitacdo de 220 rpm,
durante 1,5 hora. A cultura de células do tubo foi entdo cultivada em placas preparadas
com meio LB sélido (100 ul/placa), acrescido em 50 ug/ml do antibioético ampicilina, 100
ul/placa do indutor IPTG 100 mM e 50 ul/placa do substrato X-Gal (40 mg/ml em dimetil-

formamida).

Apés o periodo de incubacgéo, foram selecionadas as colénias recombinantes, de
coloracdo branca. Os clones transformados foram repicados em placas estéreis de
poliestireno (96 well assay plate, 250 ul) contendo 125 ul de meio LB contendo 50 ug/ml
de ampicilina. As placas foram incubadas em estufa B.O.D. por 24 horas. ApOs esse
periodo, foram adicionados 125 ul de solucao de glicerol 40% (v/v). Estas placas estéo

estocadas a 80°C negativos.

3.7. Extracdo de DNA plasmidial, cosmidial e fosmidial

Para extracdo em placas de 96 clones, os clones da biblioteca foram cultivados
em 1,0 ml de meio LB contendo 50 ug/ml de ampicilina, em placas de cultivo de
bactérias (Mega Titer, 96 wells, 1,5 ml). As células foram incubadas com agitacdo de
280 rpm, a 37°C, por 22 horas. Apés a incubacdo, as amostras foram centrifugadas por

10 minutos, a 3220 x g, a 20°C, o sedimento foi ressuspendido em 60pl de solu¢cdo GTE
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[Glicose 50 mM; Tris-HCI 23 mM (pH 8,0); EDTA 10 mM] que foi submetido a extracdo
pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). O DNA obtido foi armazenado a

4°C até o momento do uso.

3.8. Desenho dos oligonucleotideos para prospeccdo de genes de xilose

isomerase

Para desenho dos “primers” de prospeccdo de genes de xilose isomerase,
inicialmente foi realizado um levantamento de todas as sequéncias de aminoacidos
correspondentes a enzima xilose isomerase (EC 5.3.1.5). Este levantamento foi
realizado na secdo Swiss-Prot do banco de dados UniProtkKB (www.uniprot.org). Foram
selecionadas 50 sequéncias de aminoacidos de diferentes espécies. Estas sequéncias
em formato fasta foram alinhadas pelo programa ClustalX (LARKIN et al., 2007). O
alinhamento foi utilizado para construgcdo de uma arvore pelo método de distancia,
utilizando os programas PROTDIST e NEIGHBOR do pacote PHYLIP (FELSENSTEIN,
2005). A arvore foi visualizada utilizando o programa Njplot (PERRIERE & GOUY,
1996). Baseado nas andlises filogenéticas realizadas, dois pares de “primers” foram
desenhados. Um especifico para sequéncias de genes provenientes de bactérias com
alto contetido de bases C e G, desenhado com auxilio do programa PRIMER3 (ROZEN
& SKALETSKY, 2000), e outro degenerado desenhado com auxilio do programa
iICODEHOP (ROSE et al., 1998).

Os demais “primers” utilizados neste trabalho foram desenhados com auxilio do
programa PRIMER3 (ROZEN & SKALETSKY, 2000) ou obtidos da literatura.

3.9. "Primers" utilizados e reacfes de PCR

3.9.1. “Primer” para prospeccdo de genes de xilose isomerase de bactérias com alto




24

conteudo de bases C e G : SxylAF: TTT GGA TCC ATG AAC TAC CAG CCC ACC
CCC GA e SxylAR: TAT AAG CTT TCA GCC GCG GGC GCC CAG CAG. Areacao de
PCR utilizada foi a seguinte: 1x Taq Buffer, 0,2 mM dNTP mix, 3mM de MgCl,, 25pmol
de “primer” “foward” e “reverse” 1.25 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) e 100 ng

de DNA molde, para uma reacdo com volume final de 50ul. As reacbes foram
conduzidas em termociclador sob as seguintes condi¢cdes: um passo de desnaturacao
inicial a 95°C por 5 min, seguido de 1 min a 94°C, 1 min a 64°C e 1 min a 72°C por 35

vezes e um passo de extensao final a 72°C por 15 minutos.

Para a determinacdo das condicOes ideais de amplificacéo, foi utilizado como
molde o DNA da linhagem Streptomyces galilaeus CCT 4839, fornecida pela Colecéo de
Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello. A linhagem foi cultivada em meio de
cultura apropriado e em seguida foi realizada a extracdo de DNA gendmico. Este foi
utilizado para padronizagédo da reacdo de amplificacdo. Uma série de reacdes de PCR
foram realizadas, visando a otimizacdo da reacdo frente aos seguintes parametros:
temperatura de pareamento do “primer”; concentracdo de DNA; concentracdo de Taq
DNA polimerase e concentracdo de cloreto de magnésio. As analises foram feitas por

avaliacdo do perfil eletroforético dos produtos de PCR em géis de agarose 1%.

3.9.2. “Primer” degenerado para prospeccdo de genes de xilose isomerase de bactérias
com baixo conteudo de bases C e G. B22F: 5'- GGC TAC GAG ACC CTG YTN AAY
ACN GA -3' e B38R: 5- AYC ART AYG AYD ACG ACG TGG CCA C-3'. A reacédo de
PCR utilizada foi a seguinte: 1x Taq Buffer, 0,2 mM dNTP mix, 3mM de MgCl,, 25pmol

de “primer” “foward” e “reverse” 1.25 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas) e 100 ng

de DNA molde, para uma reagcdo com volume final de 50ul. As reagbes foram
conduzidas em termociclador sob as seguintes condi¢cdes: um passo de desnaturacdo
inicial a 95°C por 5 min, seguido de 1 min a 94°C, 1 min a 66°C e 1 min a 72°C por 30
vezes e um passo de extensao final a 72°C por 15 minutos. Como controle positivo, foi
utilizado como molde o DNA da linhagem o microrganismo Bacillus subtilis (ATCC

6633). A linhagem foi cultivada em meio de cultura apropriado e em seguida foi
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realizada a extracdo de DNA gendmico. Este foi utilizado para padronizacao da reacao
de amplificagdo. Uma série de reacdes de PCR foram realizadas, visando a otimizacéo
da reacdo frente aos seguintes parametros: temperatura de pareamento do “primer”;
concentracdo de DNA; concentracdo de Taq DNA polimerase e concentragdo de cloreto
de magnésio. As analises foram feitas por avaliacao do perfil eletroforético dos produtos

de PCR em géis de agarose 1%.

3.9.3. “Primer” degenerado para prospeccdo de genes de xilose isomerase de
Burkholderias: F-xylA: 5-GCTGCGCRATTTCGCAATTGCCG-3' e R-xylA: 5'-
TCAGCGCAVCSCGTAGATCGCCTG-3' (LOPES et al., 2009). A reacdo de PCR
continha tampéo 1x concentrado (20mM Tris-HCI (pH 8.4), 50mM KCI), 200 uM de cada
desoxinucleotideo, 1.0 mM de MgCl,;, 40 pmols de cada "primer", 2.5 U Tag DNA

polimerase (Invitrogen™, S&o Paulo, Brazil) e 50 ng de DNA genémico, em um volume
final de 50 pL. A reacédo de amplificacdo do gene de xilose isomerase foi conduzida em
termociclador MJ Research Inc, modelo PTC - 200 e o programa utilizado foi o seguinte:
95 °C por 1 min, 59 °C por 1 min e 72 °C por 3 min, para um total de 30 ciclos. Este
“primer” teve as suas condi¢cdes de funcionamento determinadas utilizando como DNA
molde o obtido de Burkholderia thailandensis (DSM 13276, ATCC 700388). A linhagem
foi cultivada em meio de cultura apropriado e em seguida foi realizada a extracao de
DNA gendmico. Este foi utilizado para padronizacdo da reacdo de amplificacdo. Uma
série de reacOes de PCR foram realizadas, visando a otimizacdo da reagao frente aos
seguintes parametros: temperatura de pareamento do “primer”; concentracdo de DNA;
concentracdo de Taq DNA polimerase e concentracao de cloreto de magnésio. As
analises foram feitas por avaliacdo do perfil eletroforético dos produtos de PCR em géis

de agarose 1%.

3.9.4. “Primer” utilizado para a amplificacdo do gene 16S rRNA: Pa (5- AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG - 3) e pc5B (5-TAC CTT GTT ACG ACT T-3). A reacao de PCR
continha tampéo 1x concentrado (20mM Tris-HCI (pH 8.4), 50mM KCI), 200 uM de cada
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desoxinucleotideo, 1.5 mM de MgCl,;, 50 pmols de cada "primer", 2.5 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen™, S&o Paulo, Brazil) e 50 ng de DNA genémico, em um volume
final de 50 yL. A reacdo de amplificacdo do gene foi conduzida em termiciclador MJ
Research Inc, modelo PTC - 200 e o programa utilizado foi o seguinte: 94 °C por 2 min,
35 ciclos a 94 °C por 30 seg, 55 °C por 50 sege 72 °C por 2 min e uma extenc¢dao final
de 72 °C por 5 min.

3.9.5. “Primer” utilizado para a amplificacdo do gene de xilose isomerase do isolado B3,

para expressdo em vetor pET28(a) e pGEN -T easy: “primer foward” - B3 (usando a
enzima Sacl) 5' -GCA GAG CtC ATA ACC GGA GAC - 3!, “primer reverse” 1 - B3
(usando a enzima Hindlll) 5- ATA AGC TTG GTC GGT TCC T - 3, “primer reverse” 2 -
B3 (usando a enzima Hindlll) 5- ATA AGC TTG CCT GAT TCA CGA C - 3'. A reagao
de PCR continha tamp&o 1x concentrado (20mM Tris-HCI (pH 8.4), 50mM KCI), 200 uM

de cada desoxinucleotideo, 1.0 mM de MgCl,, 40 pmols de cada "primer", 2.5 U Pfu

DNA polimerase (Fermentas) e 50 ng de DNA genémico, em um volume final de 50 pL.
A reacado de amplificagdo do gene de xilose isomerase foi conduzida em termiciclador e
o programa utilizado foi o seguinte: desnaturacdo inicial de 3 min a 95 °C, trinta ciclos
de 95 °C por 30 seg, 56 °C por 30 seg e 72 °C por 1 min, e um passo de extencao final
de 10 min a 72 °C. Para clonagem em vetor pGEN-T, € necessério realizar a adi¢cao de
um dATP nas extremidades do produto amplificado, que foi realizada da seguinte
forma: 7 pl do produto de PCR amplificado, tamp&o 1x concentrado (20mM Tris-HCI (pH
8.4), 50mM KCI) com MgCl,, 200 yM de dATP e 1U de Taqg DNA polimerase

(Invitrogen™, S&o Paulo, Brazil). A reacéo foi incubada a 70 °C por 30 min.

3.10. Analise dos produtos de PCR obtidos, clonagem e sequénciamento.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados com o GFX PCR DNA and gel

band purification kit (GE Lifesciences) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os
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produtos purificados foram clonados utilizando o pGEM®-T Easy Vector Systems
(Promega). O mapa do vetor pGEM-T easy estd representado na Fig. 8. Para
transformacéo de células competentes, hospedeiras de vetores recombinantes, foram
utilizadas as linhagens DH5a (gendtipo: F [supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17,
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl]), e DH10B (gendtipo: F [mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80d lacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK
nupG rpsL A7), sensiveis a ampicilina. A transformacéo das células hospedeiras foi
realizada por choque térmico. Os clones transformados foram repicados em tubos
falcon