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RESUMO 

 
 

Desenvolvimento e padronização de um sistema de autoindução da expressão gênica em 

Bacillus subtilis 

 

Os métodos de indução da expressão gênica disponíveis para linhagens bacterianas envolvem 

a adição de compostos indutores ao meio de cultura (por exemplo, isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosideo, xilose e arabinose), o que é indesejável para linhagens industriais, pois 

encarece o processo produtivo. Já a utilização da expressão constitutiva, alternativa à indução, 

pode ocasionar stress metabólico durante a fase lag de crescimento quando são utilizados 

promotores fortes. O objetivo do trabalho foi construir e padronizar um novo modelo de 

indução da expressão gênica para linhagens bacterianas industriais. O novo modelo de 

autoindução baseado no sistema de quorum-sensing bacteriano, permitindo que a célula se 

automonitore e induza a expressão gênica durante a fase exponencial de crescimento, 

eliminando assim não só a necessidade de adição de composto indutor como a necessidade de 

monitoramento da densidade celular pré-indução. Realizou-se amplificação e clonagem dos 

genes luxR e luxI, com e sem caudas de histidina, e suas respectivas sequências regulatórias 

de Aliivibrio fischeri, em plasmídeo contendo os genes responsáveis pela bioluminescência ou 

fluorescência com códons otimizados para Bacillus subtilis.  Em seguida, foi realizada 

transformação e a integração do plasmídeo no cromossomo de B. subtilis. A funcionalidade 

do sistema foi avaliada em diferentes etapas de crescimento microbiano com o auxílio de um 

leitor de microplacas durante intervalos regulares. O sistema de autoindução mostrou-se 

funcional em B. subtilis, com indução acentuada da expressão do gene repórter, disposto 

downstream ao promotor Plux, durante a fase exponencial de crescimento. Verificou-se ainda 

que a inserção do sistema baseado no quorum-sensing não afetou o crescimento do 

microrganismo significativamente. Foram desenvolvidas e testadas dez otimizações do 

sistema inicial, com alterações na sequência do promotor Plux. Através dessas otimizações, 

construímos linhagens com diferentes níveis de expressão do sistema de autoindução e força 

do promotor variável. Ao caracterizar os sistemas, foi constatado alto nível de modularidade, 

podendo ser utilizados em diferentes linhagens de B. subtilis, diferentes contextos genéticos e 

para a produção de diferentes produtos. O modelo de indução desenvolvido se mostrou 

funcional e modular e poderá ser adaptado a diferentes espécies e compostos, configurando 

uma nova ferramenta para a biologia sintética. 

 

Palavras-chave: Quorum-sensing. Sistema lux. B. subtilis. Biologia sintética. Expressão 

gênica. 

 

  



ABSTRACT

 
 

Development and standardization of a gene expression system autoinductor in Bacillus 

subtilis 
 

Current methods available for the autoinduction of gene expression in genetically engineered 

bacterial strains require addition of inducing compounds to the culture medium (e.g. Isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside, xylose, and arabinose), which is undesirable for industrial 

strains due to additional costs to the production process. Alternatively, constitutive gene 

expression is employed. However, the later can possibly cause metabolic stress during the lag 

growth phase if strong promoters are employed. The objective of this work was to construct 

and to standardize a new model for induction of gene expression in industrial bacterial strains. 

The new model is based on an autoinduction process triggered by the bacterial quorum-

sensing system. It allows the cell to monitor itself and induce its own gene expression during 

the exponential growth phase, thereby eliminating both the need for an external inducing 

compound and the need for monitoring pre-inducing cell density. Bacterial cultures were 

grown in rich media, supplemented or not with antibiotics. Amplification and cloning of luxR 

and luxI genes, with and without histidine tags, and their respective regulatory sequences of 

Aliivibrio fischeri, were performed on a plasmid containing the genes responsible for 

bioluminescence or fluorescence with codons optimized for Bacillus subtilis. Next, 

transformation and integration of the plasmid into the B. subtilis chromosome were 

performed. The functionality of the system was evaluated at different stages of microbial 

growth, by luminescence or fluorescence measurement at regular intervals, using a microplate 

reader. The autoinduction system promoted accentuated induction of reporter gene expression 

located downstream of the Plux promoter during the exponential growth phase. It was also 

found that the insertion of the quorum-sensing system did not significantly affect the 

microorganism growth. Ten variations of the autoinduction system were generated and tested, 

which consisted of optimizations of the Plux promoter. Through the optimizations, we 

constructed strains showing a range of gene expression fold change and an array of promoter 

strengths. The constructed autoinduction systems show high level modularity, as they are 

functional in different strains of B. subtilis, in different genetic contexts and can efficiently 

control the production of different products. The developed induction model proved to be 

functional and modular, and it could be adapted to different species and compounds, 

configuring a new tool for synthetic biology. 

 

Keywords: Quorum-sensing. Lux system. B. subtilis. Synthetic biology. Gene expression. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 Produção heteróloga de proteínas em Bacillus subtilis 

 

 Produção heteróloga de proteínas significa fazer com que a célula expresse 

proteínas, não sintetizadas anteriormente, a partir de genes de outro organismo. Além da 

produção dessas proteínas também é necessário torná-las funcionais.  

 As proteínas recombinantes podem ser produzidas por diferentes hospedeiros, tais 

como: células de mamíferos, leveduras, bactérias, sendo estas últimas o meio de expressão 

de proteínas heterólogas mais utilizado (PEREIRA, 2009). 

A produção heteróloga de proteínas em Bacillus subtilis é interessante por muitas 

razões: B. subtilis foi uma das primeiras bactérias estudadas, chamado inicialmente de 

Vibrio subtilis em 1835 e renomeado B. subtilis  em 1872, é um dos mais bem 

caracterizados organismos bacterianos; tem sua segurança comprovada, sendo classificado 

como GRAS (generally recognized as safe), de acordo com a FDA americano (Food and 

Drugs Administration); tem a capacidade de secretar grandes quantidades (gramas por litro) 

de proteína diretamente no meio de crescimento; são facilmente cultiváveis (NCBI, 2017; 

HARWOOD, 1992; WONG, 1995). Além disso, novas técnicas para padronização de 

partes biológicas estão sendo desenvolvidas pela biologia sintética para este microrganismo 

(RADECK et al., 2013). 

Cepas derivadas de B. subtilis que carregam sequências específicas no seu 

cromossomo para inserção de plasmídeos são coletivamente chamadas ‘BGM (Bacillus 

genome) vectors’ (ITAYA  et al., 2000). 

Após a descoberta do B. subtilis 168 que exibe competência natural, essa bactéria 

tem sido intensamente considerada para ser um organismo modelo ideal e um hospedeiro 

robusto para estudar diversos mecanismos básicos, tais como metabolismo, regulação 

gênica, diferenciação bacteriana, e aplicação para propósitos industriais, tais como 

expressão de proteínas heterólogas e a superprodução de um conjunto de moléculas 

bioativas (CUI et al., 2018).  

Como uma bactéria não-patogênica e livre de endotoxina, B. subtilis está atraindo 

um grande interesse em pesquisadores que procuram explorar sua poderosa capacidade de 

produção e secreção de proteína, especialmente várias proteínas de alto valor agregado 

(CUI, et al., 2018).  
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1.2 Sistema lux de Aliivibrio fischeri 

 

Muitas bactérias desenvolveram mecanismos de controle quando em comunidades 

(colônias, consórcios ou biofilmes) para somente regular a expressão de genes específicos 

quando as densidades celulares e condições ambientais são favoráveis. Esta comunicação é 

chamada de quorum-sensing (sensor de quórum) (QS), e foi descoberta pela primeira vez 

na bactéria Gram negativa Aliivibrio fischeri (SHADEL et al., 1990). 

A. fischeri é um simbionte específico em órgãos luminescentes de certos peixes 

marinhos e lulas e é também encontrado de forma livre na água do mar. Essa bactéria foi 

isolada pela primeira vez de órgãos luminescentes da lula havaiana (Euprymna scolopes). 

No ambiente do órgão luminescente, A. fischeri atinge alta densidade celular (10
10

-10
11

 

células por mL) e é luminescente, e em água do mar as espécies dessa bactéria são 

encontradas em menos de 100 células por mL. As concentrações de autoindutores não 

podem se acumular em densidades baixas como ocorre na água do mar, e assim A. fischeri 

não deve ser luminescente no seu estado de vida-livre. Portanto, a autoindução pode ser 

vista como um sistema de sinalização celular específico de espécies que permite que A. 

fischeri discrimine entre o seu estado vida-livre, baixa densidade celular, e o seu estado de 

alta densidade celular, associado ao hospedeiro, fornecendo assim a ativação dos genes de 

luminescência durante essa associação (FUQUA et al., 1996). 

Os genes responsáveis pela produção de bioluminescência em A. fischeri são 

compostos de dois operons, operon left ou esquerdo (OL) e operon right ou direito (OR). 

OL contém o gene luxR codificando um ativador transcricional do sistema. OR contém sete 

genes (lux operon) seguidos por um terminador transcricional (STEVENS; DOLAN; 

GREENBERG, 1994). 

O lux operon contém luxI seguido por cinco genes que são requeridos para 

produção de luz (luxABCDE) e um gene adicional de função desconhecida (luxG). Os 

genes luxA e luxB codificam as subunidades α e β da luciferase. Os genes luxC, luxD e luxE 

codificam os componentes de uma redutase ácida que converte a longa cadeia de ácidos 

graxos do ácido tetradecanóico em um substrato aldeído de ácido graxo (tetradecanal) para 

a produção de luz pela enzima luciferase. O gene luxI codifica a enzima (autoindutor acyl-

homoserine lactone synthase) que produz a molécula sinal do quorum-sensing 3-oxo-C6-

HSL (acyl-homoserine lactone - AHL). O single gene transcrito na direção oposta, luxR, 

codifica a ativação para o sinal da transcrição do operon luxICDABEG (FUQUA; 

GREENBERG, 2002).  
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Quando os níveis do livremente difusível AHL atingem um limiar de concentração, 

esta molécula se liga ao domínio N-terminal da proteína LuxR e ativa o domínio C-terminal 

da proteína de ligação com a lux box. A lux box é uma região de DNA com 20 pb na região 

promotora do DNA e é localizada upstream ao sítio de início transcricional do 

luxICDABEG operon. A ligação do complexo 3-oxo-C6-HSL-LuxR a lux box facilita a 

ligação entre RNA polimerase à região promotora do luxICDABEG, levando à melhoria da 

transcrição e produção de bioluminescência (YAN et al., 2007).  

A ativação transcricional requer a presença de uma sequência de 20 pares de bases 

de repetição na lux box na posição centrada de 42.5 bases upstream do início 

transcripcional do operon lux (EGLAND; GREENBERG, 2000). 

 O promotor direito dá fraca expressão constitutiva dos genes downstream. Como 

LuxI (em contraste com o LuxR) é codificado no Operon lux, o sistema contém um 

feedback positivo. O operon constitutivamente produz o autoindutor em quantidades 

baixas. Se a célula aumenta a densidade, o loop de feedback positivo é induzido, resultando 

em um aumento da produção de autoindutor por célula (KUTTLER; HENSE, 2008). A 

regulação do operon lux de A. fischeri tem sido intensivamente estudado como um modelo 

para quorum-sensing em proteobacteria (QUIN et al., 2007). 

Os autoindutores são moléculas pequenas produzidas pelas células bacterianas. 

Estas moléculas atravessam as células, algumas por simples difusão, e se acumulam no 

ambiente em quantidade proporcional ao crescimento celular. Por meio do mecanismo de 

QS, a bactéria é capaz de detectar a concentração de autoindutores e desta maneira perceber 

o tamanho da população. A partir de uma determinada concentração limite dos 

autoindutores, estes sinais servem de co-indutores e passam a regular a transcrição de 

genes-alvo, sendo que os produtos de transcrição garantem, presumivelmente, alguma 

vantagem para a célula bacteriana (RUMJANEK et al., 2004). A concentração extracelular 

dos autoindutores depende da densidade celular presente (KUTTLER; HENSE, 2008). 

A comunicação específica em A. fischeri é realizada utilizando moléculas de N-acil-

homoserina lactona (AHL) como mensageiras. A taxa de síntese desta molécula sinal é 

determinada pela atividade da enzima AHL sintetase LuxI (codificada pelo gene luxI). 

AHL difunde-se intra- e extracelularmente, tendo sua concentração diretamente 

correlacionada à densidade celular da cultura. Ao atingir um determinado limiar de 

concentração, AHL liga-se à proteína regulatória LuxR (codificada pelo gene luxR). O 

complexo LuxR-AHL induz a transcrição de luxI através da ligação a uma sequência 

específica localizada na região promotora do gene, conhecida como lux box. Esse processo 
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de indução aumenta a síntese de AHL devido à síntese de LuxI, gerando um ciclo de 

feedback positivo, que leva à ativação completa da expressão gênica. Esse processo de 

quorum-sensing é bem conhecido e bem caracterizado (FUQUA; GREENBERG, 2002; 

LAZDUNSKI et al., 2004; COLLINS et al., 2006; QIN et al., 2007; CASE et al., 2008), 

além de empregar um número relativamente reduzido de componentes, fazendo dele uma 

ótima escolha para a construção do sistema de autoindução da expressão gênica. A 

finalidade do presente trabalho é introduzir este sistema autocatalítico em B. subtilis e usá-

lo para o desenvolvimento de linhagens que possam ser utilizadas com diversas finalidades. 

O sistema lux regula o operon da luciferase e a produção de biomuminescência. 

LuxI foi isolado como uma AHL sintase e direciona a síntese de N-(3-oxohexanoyl)-l-

homoserina lactona (3-oxo-C6-HSL). O esquema químico do 3-oxo-C6-HSL em A. fischeri 

é mostrado na Figura 1, LuxI liga um ACP (proteína carreadora de acil) acilado e S-

adenosylmethionina. Então, AHL é formado com a formação do anel de lactona e liberação 

do 5’- methylthioadenosina. LuxI consiste de 193 aminoácidos incluindo um sítio de 

ativação para formação de uma ligação amida com S-adenosylmethionina. Então, AHL é 

formado com a formação do anel de lactona e liberação do 5’- methylthioadenosina. LuxR 

consiste de 250 aminoácidos e tem dois domínios. A região do N-terminal é um sítio de 

ligação da AHL com um motif helix-turn-helix. LuxR foi isolado como um ativador 

transcripcional do operon luciferase. 3-Oxo-C6-HSL sintetizado por LuxI liga-se ao LuxR 

e o complexo 3-oxo-C6-HSL-LuxR liga-se ao DNA na região denominada lux box e ativa a 

transcrição do operon da bioluminescência luxICDABEG (HORINOUCHI et al., 2010). 

 

 

Figura 1. A via sintética do AHL (3-oxo-C6-HSL neste caso) (Fonte: HORINOUCHI et 

al., 2010). 
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A primeira AHL descrita foi a N-(B-ketocaproyl)-homoserine lactone (3-oxo-C6-

HSL) em A. fischeri (EBERHARD et al., 1981). Os AHLs apresentam ação com atividades 

de mediadores da densidade celular da expressão gênica do QS e são amplamente variáveis 

em tipos e quantidades na maioria das Gram-negativas Proteobacterias. Entender a 

regulação dos AHLs pode contribuir para a elucidação do fenômeno da densidade celular 

dependente (LIU et al., 2017). 

 

1.3 Sistema de quorum-sensing em B. subtilis 

 

Em B. subtilis, o locus comQXPA codifica a resposta do sistema de quorum-sensing 

típico de bactérias Gram-positivas. Ele é responsável pela transcrição de quatro proteínas, o 

ComQ isoprenyl transferase, o ComX pré-peptídeo sinal, o ComP histidine quinase e o 

regulador da resposta ComA. A resposta do quorum-sensing é mediada por um peptídeo de 

10 aminoácidos modificado (feromônio ComX), que é modificado pelo ComQ isoprenyl 

transferase, que ativa um receptor histidina quinase (ComP) que ativa uma resposta de 

transcrição do regulador (ComA). As moléculas de sinalização e proteínas regulatórias do 

quorum-sensing são bastante diferentes entre Gram-positivas e Gram-negativas e a 

regulação fisiológica convergente de genes similares e processos indicam a importante e 

conservada natureza da resposta do quórum (COMELLA; GROSSMAN, 2005; DOGSA et 

al., 2014). Porém, as características gerais do locus comQXPA são diferentes do sistema 

regulatório do AHL de bactérias Gram negativas e cada um apresenta sua especificidade de 

ativação. 

  

1.4 Curva de crescimento microbiano 

 

 A curva de crescimento microbiano em sistema descontínuo apresenta 4 fases: lag, 

exponencial, estacionária e morte celular, conforme representado na Figura 2. 

A fase lag ocorre quando uma população microbiana é inoculada em um novo meio 

e o crescimento é iniciado somente após um período de tempo, também denominada fase 

de adaptação. Esse intervalo pode ser breve ou longo, dependendo do histórico do inóculo e 

das condições de crescimento. A fase exponencial é caracterizada pelo crescimento intenso 

da população microbiana. As taxas de crescimento exponencial variam amplamente, sendo 

influenciadas pelas condições ambientais (temperatura, composição do meio de cultura), 
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bem como pelas características genéticas do próprio organismo. A fase estacionária ocorre 

quando o crescimento exponencial cessa, não se observa aumento ou diminuição efetivos 

do número de células, algumas células da população crescem ao passo que outras morrem e 

os dois processos se equilibram. Isso ocorre porque um nutriente essencial é depletado ou 

os produtos de excreção do organismo, que podem ser tóxicos para célula, acumulam-se. A 

fase de morte ou declínio celular é quando o número de organismos que morrem torna-se 

progressivamente superior aos que surgem (BORZANI et al., 2001; MADIGAN et al., 

2016). 

 

 

Figura 2. Curva de crescimento típica de uma população bacteriana em sistema 

descontínuo. Uma contagem de viáveis mede as células presentes na cultura capazes de se 

reproduzir. A densidade óptica (turbidez), uma medida quantitativa da dispersão de luz por 

uma cultura líquida, aumenta de acordo com o aumento do número de células (Fonte: 

MADIGAN et al., 2016). 

 

1.5 Promotores bacterianos 

 

O promotor é a região do circuito gênico responsável pela afinidade e acoplamento 

da RNApolimerase (RNAp) e estão localizados em proximidade ao sítio de inicialização da 

transcrição de genes (MADIGAN et al., 2016). Ainda segundo Cui et al. (2018), um 

promotor é um tipo de elemento genético crucial que governa o padrão, o tempo e a força 

da transcrição. Promotores bacterianos são reconhecidos pela subunidade sigma da RNAp 

e, normalmente, apresentam entre 100-1000 pb (figura 3).  
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A região -35 é o principal sítio de ligação da RNA polimerase, sendo que mutações 

nesta sequência causam diminuição da formação do complexo RNAp-DNA. A região -10 é 

o sítio onde ocorre a abertura das fitas do DNA para iniciar a transcrição, e em muitos 

promotores apresenta uma predominância de bases A e T, facilitando a abertura das fitas 

por formarem apenas duas ligações de hidrogênio. O espaçamento entre duas regiões 

também é importante para permitir o correto posicionamento da RNAp e varia entre 16 e 

19 pares de base (pb). Quanto mais próximo ao consenso ideal uma sequência regulatória 

estiver, mais forte será o promotor, mas deve-se ter em conta que promotores mais fracos 

são mais precisamente regulados quando necessário (MARQUES, 2012). 

 

 

Figura 3. A interação da RNAp com um promotor bacteriano. Apresentadas abaixo da 

RNAp e do DNA encontram-se seis sequências promotoras diferentes identificadas em 

Escherichia coli. São apresentados os contatos da RNAp com a região –35 e com a caixa 

de Pribnow (sequência –10). A transcrição inicia-se em uma base específica, 

imediatamente downstream à caixa de Pribnow. Abaixo das sequências reais das regiões – 

35 e da caixa de Pribnow estão as sequências-consenso, derivadas de comparações 

realizadas entre muitos promotores. Observe que, embora sigma reconheça as sequências 

do promotor na fita 5’- 3’ do DNA (em verde-escuro), a enzima cerne da RNAp transcreve, 

de fato, a fita em verde-claro, com sentido 3’ - 5’, uma vez que a enzima cerne atua apenas 

na direção 3’ - 5’ (Fonte: MADIGAN et al., 2016). 
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1.6 Biologia sintética 

 

 A capacidade de projetar racionalmente microrganismos tem sido um objetivo há 

muito tempo imaginado que remonta há mais de meio século. Com a revolução genômica e 

ascensão da biologia de sistemas na década de 1990 veio o desenvolvimento de uma 

rigorosa disciplina de engenharia para criar, controlar e programar comportamento. O 

campo resultante de toda essa evolução é conhecido como biologia sintética (CAMERON; 

BASHOR; COLLINS, 2014). 

O objetivo primário da biologia sintética é a construção de circuitos genéticos com 

comportamentos que podem ser previstos com base nas propriedades das partes genéticas 

constituintes das quais são construídas. No entanto, uma questão significativa na 

construção de circuitos genéticos sintéticos é um fenômeno conhecido como dependência 

de contexto em que o comportamento de uma determinada parte muda dependendo da 

escolha de partes adjacentes ou próximas. Interações entre partes comprometem a 

modularidade do circuito, impedindo a implementação de construções genéticas 

previsíveis. Para tentar sanar esta questão, investigadores desenvolveram insuladores 

genéticos que impedem essas interações não intencionais dependentes do contexto entre 

partes vizinhas. Um dos insuladores mais comumente usados em sistemas bacterianos é a 

ribozima auto-clivante riboJ (CLIFTON et al., 2018; LOU et al., 2012). 

O objetivo subjacente da biologia sintética é tornar o processo de engenharia de 

sistemas biológicos mais fácil. Trabalhos recentes concentraram-se em definir e 

desenvolver partes biológicas padrão. O padrão técnico que tem ganhado mais força na 

comunidade de biologia sintética é o padrão BioBrick para composição física de partes 

genéticas. Peças que estão em conformidade com o padrão de montagem da BioBrick são 

peças biológicas padrão da BioBrick. Essas partes são depositadas e estão disponíveis no 

Registro de Peças Biológicas Padrão (SHETTY et al., 2008). 

 

1.7 Tecnologias em biologia molecular 

 

A engenharia de circuitos genéticos com funcionalidade preditiva em células vivas 

representa um foco definidor do campo em expansão da biologia sintética (DANINO et al., 

2010). Mas qual seria a maneira mais rápida e simples de verificar se o sistema está 

funcional após a inserção do circuito gênico? 
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As hibridizações em arranjo e os chips gênicos podem ser usados para verificar se 

os genes são transcritos, mas não fornecem informações sobre a tradução dos transcritos 

gênicos. Além disso, a complexidade e o custo de RNA-Seq e microarrays os tornam 

inadequados para estabelecer um modelo dinâmico de expressão gênica diferencial em alta 

resolução. Anticorpos são comumente utilizados para detectar os produtos proteícos dos 

genes de interesse. Western blots são usados para detectar proteínas separadas por 

eletroforese, e anticorpos ligados a substância fluorescentes são usados para detectar a 

localização das proteínas in vivo. No entanto, os dois métodos só propiciam a análise 

momentânea de uma proteína (BOTELLA et al., 2012; SNUSTAD; SIMMONS, 2013). 

A tecnologia de fusão de promotores, no entanto, permite mudanças dinâmicas na 

expressão gênica a ser estabelecida em alta resolução temporal com relativa facilidade e 

baixo custo.   

LacZ surgiu como um repórter de escolha porque a atividade da β-galactosidase 

poderia ser facilmente testada usando substratos que produzem compostos coloridos. 

Enquanto LacZ é um bom indicador qualitativo de expressão, a quantificação requer a 

coleta de células e preparação do lisado, características que requerem que o sistema 

biológico em estudo seja amostrado e perturbado. Isso torna-o inadequado para análise de 

alto rendimento e monitoramento de alta definição da expressão gênica. A desvantagem de 

ter que preparar lisados celulares para quantificar os níveis de LacZ foi superado usando 

GFP (codificada pelo gene gfp) e luciferase (codificada pelos genes lux) cujos níveis 

intracelulares podem ser medidos em tempo real sem perturbar as células em estudo 

(BOTELLA et al., 2012). 

A proteína verde fluorescente (GFP) da água-viva Aequorea victoria é um 

instrumento eficiente que pode ser usado no estudo da expressão gênica no nível de 

proteínas. Atualmente, a GFP é usada para monitorar a síntese e a localização de proteínas 

específicas em grande variedade de células vivas. Esses estudos implicam a construção de 

genes de fusão que contenham a sequência nucleotídica codificadora de GFP, acoplados em 

estrutura à sequência nucleotídica codificadora da proteína de interesse; a introdução do 

gene quimérico nas células por transformação; e estudo da fluorescência da proteína de 

fusão em células transgênicas expostas à luz azul ou ultravioleta (UV) (SNUSTAD; 

SIMMONS, 2013). 

GFP é uma variante de dobra rápida (superfolding) que é extraordinariamente 

estável em Escherichia coli e B. subtilis com meia-vida estimada de mais de 24 horas e 
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aproximadamente 10 horas, respectivamente (ANDERSEN et al., 1998; BOTELLA et al., 

2011). 

O fluoróforo de GFP é produzido pela ciclização e oxidação pós-tradução de um 

tripeptídio serina/tirosina/glicina codificado. Esse cromóforo é amplamente protegido dos 

efeitos de íons e solventes graças ao encerramento em uma prega, semelhante a um barril, 

da proteína madura. Ao contrário de outras proteínas bioluminescentes, a fluorescência de 

GFP não requer a adição de substratos, cofatores ou outras substâncias, basta a exposição à 

luz azul ou UV (figura 4). Assim, GFP pode ser usada para estudar a expressão gênica em 

células vivas, a localização e o movimento de proteínas nas células com o passar do tempo 

(SNUSTAD; SIMMONS, 2013). 

 

 

Figura 4. Estrutura estável da proteína verde fluorescente GFP. A seta azul indica absorção 

de luz azul ou ultravioleta e a seta verde emissão de luz verde (Fonte: Adaptado de: 

https://pt.slideshare.net/TBQ-RLORC/green-fluorescent-protein-gfp/6, 2019). 

 

As luciferases configuram uma classe de enzimas oxidativas que catalizam a 

emissão de luz (luminescência). Quando a reação ocorre em um organismo é chamada 

bioluminescência. A bioluminescência evoluiu independentemente; assim, os genes 

responsáveis não estão relacionados em bactérias, algas unicelulares, celenterados, 

besouros, peixes e outros. Quimicamente, todos envolvem reações exergônicas de oxigênio 

molecular com diferentes substratos (luciferinas) e enzimas (luciferases), resultando em 

fótons de luz visível (WILSON; HASTINGS, 1998). 

Dois tipos da proteína luciferase são comumente utilizados, do vagalume da 

América do Norte (Protinus pyralis) e o bacteriano, derivado de microrganismos marinhos 
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(Photobacterium phosphoreum, P. leiognathi, V. harveyi, A. fischeri e P. luminescens). A 

luciferase do vagalume utiliza a luciferina como substrato, oxidando-a em oxiluciferina 

numa reação que utiliza oxigênio molecular e ATP, e libera luz a 560 nm. A luciferase 

bacteriana é codificada pelo operon luxCDABE e catalisa a oxidação de uma flavina 

reduzida (FMNH2) e uma longa cadeia de aldeído, produzindo flavina oxidada e 

mononucleotídeo de flavina (FMN) e uma longa cadeia de ácido graxo, uma reação que 

libera a luz a 490 nm (ENGEBRECHT; SILVERMAN, 1984; WILSON; HASTINGS, 

1998; WAIDMANN et al., 2011) (figura 5).  

 

 

Figura 5. Reações químicas exergônicas da luciferase de vagalume e a bacteriana com 

liberação de fótons de luz (Fonte: Adaptado de: HYONE-MYONG EUN, 1996). 

 

O operon da luminescência já foi clonado em outros Gram negativos. E. coli 

recombinantes que produzem luz foram encontradas em uma biblioteca clonal de 

plasmídeos híbridos contendo DNA da bactéria marinha A. fischeri. Todos os clones 

luminescentes tinham uma inserção de 16 kb que codificava atividades enzimáticas para a 

reação de luz, bem como funções regulatórias necessárias para a expressão do fenótipo de 

luminescência (Lux) (ENGEBRECHT; NEALSON; SILVERMAN, 1983; DUNLAP; 

GREENBERG, 1985). 

De uma forma geral, a funcionalidade do sistema pode ser detectada indiretamente 

pela tradução dos transcritos gênicos com a adição de genes repórteres. Estes podem ser 

utilizados para monitorar a frequência de expressão de um determinado gene controlado 

por sequências regulatórias definidas (SNUSTAD; SIMMONS, 2013; ALBERTS et al., 
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2017). Para isso, criamos variáveis do nosso sistema acoplando os genes da luminescência 

(luxABCDE) ou da proteína verde fluorescente GFP (gfp). 

1.8 Produção industrial de biomoléculas 

 

Nas últimas décadas os processos químicos de produção industrial têm sido 

repensados e, em muitos casos com sucesso, substituídos por processos biológicos. A 

pressão para a mudança vem de vários lados e se baseia principalmente na maior eficiência 

de conversão nas reações biologicamente catalisadas, na redução dos resíduos tóxicos 

gerados no processo produtivo e no esgotamento de fontes naturais de algumas matérias 

primas utilizadas nos processos químicos. As descobertas, primeiro das técnicas de biologia 

molecular e mais recentemente de biologia sintética, têm proporcionado, cada vez mais, 

variadas possibilidades de desenvolvimento racional de processos biológicos mais 

eficientes para atender as demandas industriais. 

Os novos conceitos desenvolvidos pela biologia sintética mostram que a pesquisa 

por novos produtos, novas vias de produção e por novas funções não precisa se restringir ao 

lento processo de seleção de organismos com propriedades interessantes. Cada vez mais se 

torna real a ideia da construção de células como biofábricas, bioprocessadores e 

biossensores capazes de desempenhar funções complexas para as quais foram 

programados. 

Linhagens bacterianas modificadas geneticamente para a produção industrial de 

biomoléculas são comumente construídas usando-se promotores constitutivos para 

controlar a expressão dos genes envolvidos na biossíntese da molécula em questão. 

Promotores induzíveis não são desejados em linhagens industriais devido aos custos 

associados à adição do composto indutor e posterior eliminação do mesmo no processo de 

purificação da biomolécula de interesse. Porém, o atual modelo, empregando promotores 

constitutivos, força 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, o stress causado pela intensa expressão de genes sob controle do promotor 

forte leva ao prolongamento excessivo dessa fase do crescimento celular e à redução da 

capacidade de crescimento da cultura, retardando todo o processo produtivo. Na construção 

da linhagem industrial de B. subtilis superprodutora de riboflavina (vitamina B2), por 

exemplo, o fraco promotor constitutivo Prib foi substituído pelo forte promotor Pveg 

(ABBAS; SIBIRNY, 2011) gerando uma linhagem que, apesar da aumentada produção de 

riboflavina, é instável e apresenta crescimento limitado (figura 6). 
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Figura 6. Cultivo de B. subtilis em placa de Petri contendo meio LB (Luria-Bertani) 

acrescido de ágar. À esquerda, B. subtilis Marburg 168 (tipo selvagem); à direita, linhagem 

industrial de B. subtilis superprodutora de riboflavina. Apesar dos dois cultivos terem sido 

incubados pelo mesmo período e temperatura (16h a 37 °C), a linhagem industrial 

apresentou crescimento visivelmente inferior ao tipo selvagem, devido ao stress gerado 

pela produção de riboflavina em grande quantidade desde a fase lag de crescimento (Fonte: 

cultivo e foto de Danielle B. Pedrolli, 2016). 

 

Neste trabalho, propõe-se a construção de um sistema de autoindução da expressão 

gênica para ser aplicado em linhagens industriais de B. subtilis. O sistema se baseará no 

processo de comunicação entre células denominado quorum-sensing. O sistema de quorum-

sensing desempenha um papel importante no controle de uma variedade de atividades 

celulares microbianas e seus componentes têm características atraentes de design para 

geração, reconhecimento e amplificação de sinal difusível, que podem ser aplicados em 

uma ampla variedade de sistemas modificados geneticamente. Os mesmos têm sido 

utilizados na construção de diversos modelos pela biologia sintética, em especial no 

desenvolvimento de biossensores (CHOUDHARY; SCHMIDT-DANNERT, 2010). 

O sistema de indução visa preservar o equilíbrio metabólico natural da bactéria 

durante a fase lag e início da fase exponencial, mantendo o crescimento rápido, preparando 

o ambiente celular para a intensa expressão gênica que virá a seguir e deverá permitir a 

realização de automonitoramento pela bactéria. A autoindução eliminará os custos da 

produção industrial com a adição de substâncias indutoras como o isopropil β-D-1-
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tiogalactopiranosideo (IPTG) e posterior retirada delas no processo de purificação. Além 

disso, eliminará a necessidade de monitoramento da densidade celular anteriormente à 

indução, pois a própria bactéria se encarregará dessa tarefa. O novo conceito é amplamente 

aplicável, podendo ser posteriormente adaptado a outras espécies, e com potencial a ser um 

elemento inovador no portfólio da moderna biologia sintética. 
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5 CONCLUSÕES 

 
 

O sistema de autoindução do A. fischeri foi transferido para B. subtilis e mostrou-se 

adequadamente funcional, ativando a expressão gênica somente durante a fase exponencial 

do crescimento bacteriano. 

O processo de otimização foi bem-sucedido e variações do sistema foram obtidas 

quanto à amplitude de ativação e a força do promotor, permitindo a sua utilização para 

diferentes finalidades. 

Ao testar o sistema, com variações dos genes reporters e separação do sistema, eles 

continuaram funcionais, modulares e específicos, como esperado numa ferramenta 

proveniente da biologia sintética. 

Esse toolbox de autoindução pode ser aplicado em engenharia metabólica, com a 

escolha do promotor mais adequado dependendo da necessidade de cada enzima de uma 

via, por exemplo. Sua utilização pode reduzir os custos do processo produtivo, sem a 

necessidade de adição de indutores durante o processo e retirada durante purificação do 

produto final, além de melhorar o crescimento das linhagens produtoras, sem a 

interferência brusca na fase lag como ocorre com os promotores constitutivos. 
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