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Resumo

A microbiota humana desempenha um papel fundamental na manuteng¢ao da saude
de seu hospedeiro, sendo muitas patologias associadas a desequilibrios dessa
microbiota. Um dos tipos de microrganismos existentes na microbiota intestinal
humana sao os probidticos, os quais possuem atividade benéfica ao nosso
organismo, sendo a sua existéncia muito importante. Nos ultimos anos, as pesquisas
de biologia sintética voltadas para a criacdo de probidticos mais eficientes, os
chamados probidticos terapéuticos vem ganhando for¢ca. Esse projeto visa
a otimizagcdo de um circuito genético responsivo a glicose, no qual a presenga de
glicose no organismo gere uma resposta identificavel. Esse circuito foi
caracterizado em Bacillus subtilis, um chassi probiético com grande potencial de
uso na biologia sintética. O objetivo desse projeto foi corrigir as falhas de um
circuito regulatorio previamente construido a fim de torna-lo mais eficiente menos
susceptivel a vazamentos, permitindo alto nivel de expressdo quando ativado. Como
resultados foram obtidos dois novos promotores com alto grau de sofisticacdo na
regulacdo metabdlica para aplicacdo em B. subtilis: Pveg-cre e Pveg-tetO. Ambos
foram bem caracterizados em diferentes fontes de carbono, mostrando-se sensiveis,
robustos e modulares. Isso foi provado ndo s6 com os resultados individuais, mas
com a construgdo de um biosensor formado pela constru¢gao de um circuito genético
regulado pelos dois promotores concomitantemente. O biosensor também foi
caracterizado em diferentes fontes de carbono e mostrou-se confiavel e sensivel em

todas as situagdes testadas.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, Biologia sintética, Promotores , Repressdo de
carbono.



Abstract

The human microbiota plays a fundamental role in maintaining the health of its host,
and many pathologies are associated with imbalances in this microbiota. One of the
types of microorganisms existing in the human intestinal microbiota are probiotics,
which have beneficial activity to our body, and their existence is very important. In
recent years, synthetic biology research aimed at creating more efficient probiotics,
the so-called therapeutic probiotics, has been gaining momentum. This project aims
to optimize a glucose-responsive genetic circuit, in which the presence of glucose in
the body generates an identifiable response. This circuit was characterized in
Bacillus subtilis, a probiotic chassis with great potential for use in synthetic biology.
The objective of this project was to correct the flaws of a previously built regulatory
circuit in order to make it more efficient and less susceptible to leaks, allowing a high
level of expression when activated. As a result, two new promoters with a high
degree of sophistication in metabolic regulation were obtained for application in B.
subtilis: Pveg-cre and Pveg-tetO. Both were well characterized in different carbon
sources, showing to be sensitive, robust and modular. This was proved not only with
the individual results, but with the construction of a biosensor formed by the
construction of a genetic circuit regulated by the two promoters concomitantly. The
biosensor was also characterized in different carbon sources and proved to be

reliable and sensitive in all tested situations.

Key words: B. subtilis; synthetic biology; promoters, carbon repression
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1. Introducao

O trato gastrointestinal humano € uma matriz rica em microrganismos
altamente variados. Estima-se que cerca de mil espécies distintas de
microrganismos existam ao longo de todo sistema gastrointestinal, exercendo
inumeras funcdes e desempenhando papéis importantes na manutencdo da saude
humana, em especial, fornecendo nutrientes essenciais, auxiliando na digestao de
alimentos, na reducdo de inflamagbes e quebra de toxinas que podem estar
presentes, promovem hematopoese (formagdo e caracterizagdo de células
sanguineas), além de atuarem na regulagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(ZHOU, 2020).

Dentro desse escopo, existem uma série de disturbios patoldgicos
decorrentes de desequilibrios nessa microbiota intestinal. Estudos demonstram que
patologias como aterosclerose, hipertensao, insuficiéncia cardiaca, doenca renal
cronica, obesidade, diabetes e cancer estdo amplamente associados com essas
anomalias no ecossistema intestinal (ZHOU, 2020; SINGH; MAL; MAROTTA, 2017).
Obviamente, ndo s6 a microbiota natural do trato gastrointestinal tem impacto na
saude dos seres humanos. Destaca-se a dieta dos individuos, heranca genética,
uso de medicamentos como antibidticos e a susceptibilidade do organismo a
infeccbes (ZHOU, 2020).

Nessas situagdes de desequilibrio da microbiota intestinal, entram em cena
os probidticos. Os probioticos sdo espécies de microrganismos capazes de
prosperar no trato gastrointestinal, onde exibem efeitos positivos e promotores de
boa saude decorrentes de sua ingestao (ZHOU, 2020; GHISHAN; KIELA, 2011).
Apesar do conhecimento dos efeitos positivos para a saude e para restauracédo da
microbiota natural do intestino, o desenvolvimento de probiéticos mais eficientes
ainda é um desafio.

A biologia sintética vem em auxilio, permitindo que microrganismos sejam
modificados geneticamente, ou “engenheirados” de maneira a produzir probidticos
com fungdes terapéuticas que sejam seguros, eficientes e possam desempenhar
novas fungdes distintas das ja conhecidas e amplamente aplicadas. O uso de

técnicas de biologia molecular e biologia sintética permitiu ao longo dos ultimos
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anos o desenvolvimento de toda uma nova gama de possibilidades para a criagéao
dos

chamados designer probiotics (CHUA et al, 2017, SINGH; MAL; MAROTTA,
2017). Tratam-se de probidticos geneticamente modificados e biologicamente
engenheirados com o intuito de fornecer controle sobre a produgéo, regulagéo e
distribuicdo de moléculas terapéuticas nos tecidos vivos, de maneira a ajudar no
tratamento de doengas e disturbios provenientes de patologias decorrentes nao
apenas do desequilibrio da microbiota intestinal, mas também do metabolismo,
como a diabetes (ZHOU, 2020; CHUA et al, 2017).

Estudos nos dltimos anos mostram avangos consideraveis no
desenvolvimento de probidticos terapéuticos eficientes. Na literatura é relatado o
uso de Lactococcus lactis modificado geneticamente para tratar IBD em murinos.
Nesse estudo, uma variedade de L. lactis modificada para expressar a interleucina-
10 (IL-10) recombinante demonstrou resultados positivos, reduzindo em cerca de
50% o avancgo da colite artificialmente induzida nos modelos murinos estudados
(KUMAR et al, 2016). Braat e colaboradores, 2006 relataram da mesma maneira o
uso de L. lactis para expressar essa mesma |L-10 recombinante no tratamento da
doenca de Crohn, obtendo resultados positivos. Outros estudos promissores
mostraram o uso de L. lactis modificado geneticamente para imunizagcéo de doencgas
inflamatdrias intestinais e papilomavirus humano (HPV-16) (BENBOUZIANE et al.,
2013). Por fim, mas ndo menos interessante, € descrito na literatura o uso de L.
lactis, Lactobacillus e Bificobacterium para tratamento de diabetes tipo 1 em ratos
nao diabéticos (DUAN; LIU; MARCH; 2015; MA et al., 2014; WEI et al., 2015)

Os designers probiotics ainda estdo em fase inicial de desenvolvimento e
apresentam grande potencial para os proximos anos. Como descrito, os estudos
mais promissores nessa area foram realizados ao longo dos ultimos cinco anos. No
entanto, existe ainda uma série de desafios a serem superados no desenvolvimento
de probidticos terapéuticos para que eles avancem no futuro as fases de testes
clinicos e possam eventualmente ser comercializados, oferecendo eficiéncia e
seguranga (KUMAR et al, 2016).
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1.1. Objetivos

O objetivo central deste projeto foi desenvolver e caracterizar dois novos
promotores, Pveg-cre e Pveg-tetO, para expandir a foolbox de partes bioldgicas
disponiveis para uso em B. subtilis. Ainda, avaliar a funcionalidade desses

promoters em um circuito génico complexo, responsivo a glicose.
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2. Desenvolvimento

2.1. Bacillus subtilis e aplicagao como probiéticos

Bacillus subtilis € uma espécie de bactéria gram-positiva amplamente
utilizada como chassi para estudos de biologia molecular, genémica e produgéo de
moléculas de interesse econdbmico em decorréncia de muitas de suas propriedades
intrinsecas. Pelo caracter gram-positivo, sua membrana celular € mais fina do que a
de bactérias gram-negativas como a Escherichia coli, fazendo dele uma opg¢ao
eficiente quando voltada a produgao e secrecao de proteinas heterdlogas (SU et al.,
2020; YANG et al., 2021), é geralmente reconhecido como seguro (GRAS) (PARK;
SCHUMANN, 2015) o que confere a ele preferéncia nos estudos envolvendo
probioticos engenheirados, além de ser facilmente adaptavel a uma série de
condigdes ambientais, sendo encontrado majoritariamente em solos, mas também
em raizes e outras partes de plantas, fezes de animais e no trato gastrointestinal
(TGI) de diversos organismos vivos (EARL; LOSICK; KOLTER, 2008).

O fato do B. subtilis ser facilmente encontrado em tratos gastrointestinais
levantou o questionamento ha alguns anos do potencial desse microrganismo como
probidtico, ou seja, como microrganismo associado a fungdes inerentemente
benéficas para manutencao da saude e bom funcionamento do TGl (HONG; DUC;
CUTTING, 2005). Além disso, ndo somente o B. subtilis pode ser encontrado no
TGI, como estudos destacaram a possibilidade desse microrganismo desenvolver
todo seu ciclo de vida no TGI (TAM et al, 2006; LESER; KNARREBORG; WORM,
2008) atravessando as fases de esporo para célula vegetativa e esporo novamente.

Esse potencial ja descoberto como probidtico levantou atencdo dos
pesquisadores para a potencial manipulagdo genética de B. subtilis com o intuito de
gerar probidticos terapéuticos, isto €, um chassi carreador de moléculas ou
compostos com agao terapéutica com foco no tratamento de disturbios e doengas
diversos (LEE; KIM; PAIK, 2019). Na extensa literatura analisada por Lee, Kim e
Paik (2019), foram destacadas inumeras influéncias e impactos da presenca de B.

subtilis no TGI de organismos vivos. Em primeiro lugar, em um estudo liderado por
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Duc e colaboradores (2004), foi observado o potencial de diferentes espécies de
Bacillus permanecerem e desenvolverem um ciclo de vida completo em TGI de
murinos por um periodo médio de 16 dias, onde atuam produzindo substéncias
antimicrobianas, acidos graxos, acidos organicos e modulando o funcionamento da
flora intestinal contra hospedeiros de patégenos (LEE; et al, 2015).

Somando-se a todas essas caracteristicas intrinsecas do B. subtilis, ele esta
muito bem posicionado como o melhor modelo de bactéria gram-positiva para
estudos em biologia molecular (BLAZECK; ALPER, 2013; LIU et al., 2018; SU et al.,
2020). Nos ultimos anos uma extensa biblioteca de partes bioldgicas, as chamadas
BioBricks, foi sendo construida para aplicacdo especifica em B. subtilis. Promotores
induziveis ou constitutivos, sitios RBS com diferentes graus de expressao génica,
além de técnicas de manipulagdo genética direcionadas (RADECK et al., 2013;
POPP et al., 2017; LIU et al., 2020; ZOCCA et al., 2022) fazem com que toda uma
nova etapa de progresso acelerado na edi¢do génica de B. subtilis, bem como seu
uso em aplicagbes industriais e terapéuticas (probidticos) estejam surgindo.
Contudo, apesar dos avangos recentes, ainda assim, E. coli e S. cerevisiae ainda
representam a maior parte dos chassis utilizados em pesquisas de biologia sintética
e biologia molecular (NASERI; KOFFAS, 2020), bem como possuem bibliotecas
maiores de partes bioldgicas a disposig¢ao.

Para que o B. subtilis possa ser melhor empregado em estudos de biologia
sintética e aplicado como chassi microbiolégico para producdo de compostos de
valor agregado ou, no caso de pesquisas voltadas a areas terapéuticas, como
chassi probidtico, € necessario que novas partes sejam desenvolvidas para
enriquecer sua biblioteca e expandir as possibilidades para construcbes mais

complexas e eficientes.

2.2. Repressao Catabdlica de Carbono

A repressado catabdlica de Carbono (RCC) é um mecanismo regulatério
observado no metabolismo de diversas bactérias. De modo simplificado, € um
processo regulatério pelo qual na presenga de determinada fonte de carbono

preferencial, a expressdo de certos genes e rotas metabdlicas dependentes de
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fontes de carbono secundarias é limitada severamente ou totalmente reprimida
(MAGASANIK, 1961; GORKE; STULKE, 2008).

Um dos exemplos mais notaveis desse mecanismo € a preferéncia
observada por glicose em E. coli (MONOD, 1942). No transcorrer das décadas, as
pesquisas subsequentes mostraram que essa preferéncia é algo comum entre
microrganismos, sendo a glicose a fonte preferencial de B. subtilis (BLENCKE et al.,
2003).

Esse mecanismo de regulagdo génico € mais comum do que se pode
imaginar inicialmente. Estima-se que cerca de 5 a 10% de todos os genes
existentes em bactérias estejam em maior ou menor grau sujeitos a esse sistema
(BLENCKE et al., 2003; LIU et al., 2005). Sua importancia decorre da habilidade do
microrganismo utilizar esse mecanismo de regulagdo de modo a maximizar suas
chances de sobrevivéncia em diferentes condigbes, aproveitando as diferentes
fontes de carbono preferidas para aumentar a velocidade crescimento e muitas
vezes para ativar genes associados a viruléncia.

O sistema RCC apesar de extremamente comum nao € idéntico em todos os
microrganismos, ficando isso muito claro quando estudado nos organismos modelos
E. coli e B. subtilis. Enquanto em E. coli o sistema é mediado pela prevencao de
ativagao transcricional dos genes catabdlicos na presencga da glicose, em B. subtilis
o RCC funciona através da regulagao negativa mediada por um complexo proteico
repressor formado na presenca de glicose (GORKE; STULKE, 2008).

Para os fins desta revisao, apenas o funcionamento do sistema em B. subtilis

sera analisado.

2.2.1. Repressao Catabodlica de Carbono em Bacillus subtilis

Como didaticamente explicado na revisao de Gorke e Stulke (2008), em B.
subtilis o sistema RCC é mediado por 4 partes basicas: o fator de transcricao
pleiotrépico (CcpA; proteina de controle metabdlico A); a proteina HPr (proteina
histidina), proveniente do sistema fosfoenolpiruvato-carboidrato fosfotransferase
(PTS); a HPr quinase; e os intermediarios glicoliticos, nesse caso representados por

frutose-1,6-bifosfato e glicose- 6-fosfato.
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Em B. subtilis a proteina HPr é passivel de fosforilagdo na porgao Ser46 pela
enzima HPr quinase. Essa fosforilacdo ira ocorrer na presenca de altas
concentragbes de frutose-1,6-bifosfato e ATP no meio intracelular. Altas
concentragdes dessas duas moléculas destacam a presencga de altas concentragdes
da fonte de carbono preferida, nesse caso, glicose.

A HPr fosforilada possui, intensificada pelos intermediarios
frutose-1,6-bifosfato e glicose- 6-fosfato, a habilidade de ligar-se a CcpA, atuando
como um efetor para essa proteina, desencadeando a formagao de um complexo
proteico capaz de atuar sobre regides dos promotores de genes membros do
sistema RCC, regulando-os negativamente, inibindo assim suas expressdes
(DEUTSCHER et al., 1995; JONES et al., 1997). Esses sitios especificos desses
promotores sdo denominados catabolite responsable element (cre) (MIWA et al.,
2000) e estao localizados geralmente no inicio das regides promotoras desses
genes, sobrepondo-se muitas vezes a regidao consenso. Desse modo, a ligagdo do
complexo CcpA-HPr(Ser 46) aos sitios cre impede a ligacédo da RNA polimerase,
impedindo a transcricdo do gene (CHOI; SAIER JR; MILTON, 2005). Apenas como
observagao, esta ndo € a unica posi¢cao na qual os sitios cre podem estar presentes,
podendo situar-se também a montante do sitio promotor, e neste caso, o complexo
CcpA-HPr(Ser 46) atua como cofator da expressao e néo inibidor (GRUNDY et al.,
1993).

Essa ligacao do complexo CcpA-HPr(Ser 46) ocorre com o DNA, apenas
ap6s uma mudanca rotacional dos subdominios amino N-terminal e C-terminal do
nucleo da CcpA para uma posigao na qual o dominio N-terminal seja passivel de
ligacéo a fita de DNA, exatamente na posi¢ao dos sitios cre (SCHUMACHER et al.,
2004).

O sistema geral de regulagdo pode ser observado em detalhes na Figura 1

abaixo.
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Figura 1 - Sistema de Represséo Catabdlico de Carbono em B. subtilis e outros Firmicutes.
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Representacdo esquematica do mecanismo geral da regulacéo da expressdo génica observada em
B. subtilis. Na presenga de altas concentragbes de Glicose (Glu), havera também altas
concentragdes dos intermediarios glicoliticos: glicose-6-fosfato (Glu-6-P) e frutose-1,6-bifosfato
(FBP), além de ATP. Esses intermediarios permitiram a fosforilagdo da proteina HPr pela agéo da
HPr quinase. Uma vez fosforilada, ela se liga a proteina CcpA, formando o complexo capaz de inibir

a expressao dos genes através da interagao dos sitios cre nos promotores.

Fonte: (GORKE; STULKE, 2008).

2.3. BioBrick

A técnica utilizada para montagem dos promotores, bem como dos circuitos
foi inteiramente baseada no padrdo BioBrick de montagem de circuitos génicos
desenvolvida por Knight e seus colaboradores (2003). Embora a tecnologia tenha
avangado muito e novas variagbes com mais aplicagdes e elevados graus de
sofisticacdo tenham sido criadas nos anos seguintes, a totalidade desse projeto foi
desenvolvida utilizando-se apenas o padrao classico baseado nas enzimas EcoRl,
Xbal, Spel e Pstl.
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A montagem de estruturas utilizando o padrdo BioBrick € baseada na
utilizacdo de um vetor plasmidial contendo em seus flancos 4 sitios especificos para
a acao de enzimas de restricdo. A montante estdo os sitios EcoRI e Xbal; e a
jusante, Spel e Pstl. Para que a técnica funcione é necessario que o vetor utilizado
nao possua nenhum outro desses sitios de restricdo, além dos que estao
flanqueando a sequéncia regulatéria onde as construgcbes serdo feitas. Na
eventualidade do vetor possuir mais de um destes sitios, eles deverdo ser
removidos via mutagao sitio dirigida.

O posicionamento dos sitios permite que cada vetor seja cortado e ligado de
até quatro modos distintos. Para tal, basta apenas utiliza-las em combinacdes
especificas. A depender das enzimas utilizadas sera gerado um fragmento
denominado insergcdo, a qual pode ser frontal ou traseira; ou vetores, que também
podem ser frontais ou traseiros. As combinag¢des necessarias para cada resultado

estao descritas na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1 - Combinagbes possiveis das enzimas de restricdo do padrdo BioBrick e os resultados
estruturais correspondentes. Fonte: Proprio autor

Combinagdes Resultado
FcoRl e Xbal Vetor frontal
EcoRl e Spel Inserto frontal

Xbal e Pstl Inserto traseiro
Spel e Pstl Vetor traseiro

Fonte: Proprio autor.

Apos a digestdo dos sitios, sdo geradas extremidades coesivas que permitem
a ligacao do inserto e do vetor gerados. Insertos frontais podem ligar-se em vetores
frontais e insertos traseiros podem ligar-se em vetores traseiros. Uma vez feita a
ligacdo, os sitios de restricdo sao restaurados as suas sequéncias originais,
permitindo que novas construgbes sejam feitas no mesmo molde da ultima
utiizando as mesmas enzimas. Facilitando, assim, a construcdo de circuitos
robustos e complexos com baixo grau de dificuldade estrutural. E importante dizer,
ainda que na juncdo dos sitios Xbal e Spel, havera a formacéo de uma cicatriz de
sequéncia nao reconhecida por nenhuma enzima de restricdo, impossibilitando um

novo corte naquela localizacdo. Abaixo, na Figura 2, tem-se uma representagao
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esquematica da ligacdo de um inserto frontal em um vetor frontal, utilizando o

padrao descrito.

Figura 2 - esquema da construcdo de um plasmideo recombinante a partir de um inserto e um vetor

frontais, utilizando sitios de restricdo e padrédo de montagem BioBrick (KNIGHT, T., 2003).
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O esquema representa a digestdo de dois plasmideos. Um deles contendo o Gene A, e outro o Gene

B. Nesse exemplo, o plasmideo contendo o Gene A foi digerido com as enzimas EcoRIl e Spel,
gerando um inserto frontal, enquanto o plasmideo com o Gene B, foi digerido com as enzimas EcoRl
e Xbal, gerando um vetor frontal com a capacidade de receber e ligar-se ao inserto devido as
extremidades coesivas de ambas as estruturas. Ao final, o plasmideo recombinante gerado tem os

sitios de restricao restaurados e a criagdo de uma cicatriz Xbal/Spel entre os genes A e B.

Fonte: Proprio autor.

2.4. Toolbox Genética para Bacillus subtilis

Como ja exposto anteriormente, a existéncia de pecas de construcao
genéticas padronizadas e bem caracterizadas para construgdo de circuitos

genéticos em Bacillus subtilis € um desafio ainda nao totalmente superado. No caso
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da E. coli, sao inumeras as partes ja desenvolvidas, com graus de complexidade
diversos. Nos ultimos anos varios estudos focaram no desenvolvimento de partes
biolégicas aplicaveis especificamente a B. subtilis.

Por exemplo, Radeck e seus colaboradores (2013), publicaram o primeiro
relevante conjunto de partes bioldgicas para essa bactéria. No artigo em questao os
autores descreveram a criagao de cinco vetores integrativos para o genoma de B.
subtilis baseados no padrao BioBrick. Trés desses vetores possuem a habilidade de
serem integrados em apenas um, devido a existéncia de locus de integragao
especificos. Os outros dois foram desenvolvidos como vetores reporteres capazes
de auxiliar na avaliacdo do uso de promotores de transcricdo. Além dos vetores,
também foram disponibilizados quatro novos promotores, dois constitutivos e dois
induziveis com graus de expressao em magnitude bastante elevada. Por fim,
avaliaram cinco marcadores de epitopos utilizados como N-terminal e C-terminal
para GFP.

Ja em 2016, um novo estudo expandiu essas partes, caracterizando para
aplicagao em B. subtilis mais uma biblioteca de promotores, mas trazendo como
novidade uma biblioteca de trés sequéncias de RBSs (Ribosome binding site) e
marcadores de degradacdo de proteinas como forma de melhorar a avaliagdo da
expressao génica em B. subtilis (GUIZIOU et al., 2016).

No ano de 2017, um novo grande avango, dessa vez com um nova biblioteca
de promotores induziveis, mais uma geracdo de vetores vazios com padrdo de
montagem BioBrick com novos cassetes de resisténcia a antibidticos e voltados
para triagem e testes de avaliagédo de bibliotecas de RBSs e promotores. Por fim, os
autores disponibilizaram novos marcadores baseados em proteinas fluorescentes
especificas para B. subtilis que cobrem todo o espectro visivel (POPP et al., 2017).

Um novo passo foi dado, dessa vez por Liu e colaboradores (2018), onde a
primeira biblioteca de promotores totalmente sintéticos, isto &, sem relagcéo
dependente com promotores nativos e enddégenos de B. subtilis foi projetada e
publicada baseada em dados de transcriptoma de microarray do genoma de B.
subilis. Outra novidade deste estudo esta na disponibilizagdo de promotores
aplicaveis tanto em regulacéo positiva, quanto na regulagao negativa.

Estes e outros avangos na caracterizacédo de novas partes biolégicas para
aplicagcdao em B. subtilis destacam a crescente importancia desta bactéria como

chassi biotecnolégico e ferramenta de biologia sintética. Outros estudos foram
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desenvolvidos nos ultimos anos enriquecendo ainda mais a toolbox. No entanto,
mesmo com a grande variedade de novas partes disponibilizadas, ainda ha um
enorme gap de ferramentas necessarias para maximizar a utilizagdo de B. subtilis
como chassi.

Mesmo com um elevado numero de promotores constitutivos e induziveis ja
disponibilizados, ha poucas opg¢des disponiveis quando deseja-se partes bioldgicas
com maior grau de refinamento e controle metabdlico para aplicagédo. A realizagao
desse projeto, como descrito no topico de Objetivos, € voltada para o
desenvolvimento de novos promotores aplicaveis em B. subtilis que atendam a essa
necessidade de partes mais sofisticadas. O modo de fazer isso foi implementar o
mecanismo de regulagdo metabdlica da via de repressao catabdlica de carbono em
promotores especificos para B. subtilis. Desse modo, expandindo a toolbox e

aumentando o leque de opg¢des e aplicagdes da bactéria.

2.5. Construcao Proposta

As construgcbes propostas para solucionar parte desse gap de partes
biolégicas mais sofisticadas para aplicagdo em B. subtilis sdo dois promotores com
controle baseado na repressao catabdlica de carbono. Para esse fim, o promotor
constitutivo Pveg, ja bem caracterizado em B. subtilis, foi modificado de duas
maneiras distintas.

A primeira delas com a introdu¢cdo de dois sitios cre, gerando o promotor
Pveg-cre, que como destacado anteriormente séo responsivos a regulagéo negativa
do complexo proteico CcpA-HPr(Ser 46), formado na presenga de glicose. Ou seja,
na presencga de glicose, esse complexo ira inibir a ativagcdo desse promotor que
contém os sitios cre impedindo a transcrigdo do gene controlado por ele, sendo
operacional apenas na auséncia de glicose.

O segundo promotor construido foi baseado, da mesma maneira, no
promotor constitutivo Pveg, mas dessa vez com a introdugao do sitio operador tetO,
gerando o promotor Pveg-tetO. Este sitio operador € regulado pela proteina TetR
que, quando presente, bloqueia a transcricdo a partir do promotor. Uma vez

construidos, testados e bem caracterizados, esses dois promotores foram
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empregados em um circuito genético mais complexo que inverte a resposta a
glicose em comparagéo ao promotor Pveg-cre sozinho, ou seja, resulta em ativagao
da expressdo génica induzida pela glicose, funcionando como um biossensor de
glicose.

Nessa construgéo, representada esquematicamente na Figura 3, o gene tetR,
responsavel pela codificagdo da proteina repressora TetR, é colocado sob controle
do promotor Pveg-cre. Nessa situagdo, na presenca de glicose, a formagédo do
complexo proteico CcpA-HPr(Ser 46), o qual interage com os sitios cre do promotor
Pveg-cre, essa proteina repressora ndo sera sintetizada, pois o promotor n&o sera
ativado.

A TetR é capaz de interagir com o sitio tetO integrado ao promotor Pveg,
reprimindo-o. Sendo assim, na presenga de glicose, e como consequéncia na
auséncia da proteina TetR, o gene codificante da T7TRNAp sob controle do promotor
Pveg-tetO sera expresso.

A T7RNAp é responsavel por ativar o promotor PT7, o qual controla a
expressao do operon /uxABCDE, um conjunto de cinco genes controlados pelo
mesmo promotor capazes de expressar altos indices de luminescéncia quando
ativados. A luminescéncia é a forma escolhida de avaliar o funcionamento dos
promotores bem como do biossensor projetado.

De forma resumida, na presencga de glicose nao havera produgao da proteina
repressora TetR, havendo portanto transcricao da T7RNAp e expresséao do operon
lux, gerando emissao de luminescéncia. Na auséncia de glicose, a proteina TetR
sera expressa, reprimindo a expressdo da T7TRNAp e do operon /ux, ndo havendo,

assim, emissao de luminescéncia. O esquema € datalhado na Figura 3.
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Figura 3 - Biossensor responsivo a glicose, baseado nos promotores Pveg-cre e Pveg-tetO, ambos

responsivos ao sistema de repressao catabolico de carbono.
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Na presenca de glicose, ha formacao do complexo proteico CcpA-HPr(Ser 46). O complexo é
responsavel por inibir o promotor Pveg-cre através da interagdo com os sitios cre presentes. Assim
ndo havera transcricdo da proteina repressora TetR. Dessa maneira, a T7RNAp controlada pelo
promotor Pveg-tetO sera expressa e podera ativar o promotor PT7, responsavel pela expresséo dos
genes do operon lux, responsaveis pela emissdo da resposta do biossensor via luminescéncia. Na

auséncia de glicose e expressao da TetR, o sistema é reprimido.

Fonte: Proprio autor.
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3. Parte 1 - Construgao e teste dos Promotores

3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Meios de cultura

Nas etapas de construcdo dos promotores e constru¢cado dos circuitos foram
utilizados exclusivamente como meio de cultivo o meio “Luria-Bertani” (LB)
suplementado com os antibiéticos especificos para cada cultivo, mais precisamente
100 ug/ml de ampicilina e 25 ug/ml de cloranfenicol para os cultivos que envolveram
o uso de E. coli como chassi e 5 ug/ml de cloranfenicol para os cultivos que
envolveram B. subtilis (apenas promotores) e 5 ug/ml de cloranfenicol e 100 ug/mli
de espectiomicina (circuitos). Os meios utilizados eram liquidos para o preparo de
in6culos e solidos (agar) para transformacao. Para as reagdes de transformagéo de
E. coli foram preparadas e usadas aliquotas de meio SOC, enquanto para as
transformacgdes de B. subtilis foram preparados e usados meios SpC, T base e Spll
+ EGTA. Para os cultivos, os meios foram suplementados com 1% da fonte de
carbono necessaria para o experimento. Nesta etapa, glicose e lactose. O modo de
preparo de cada um deles esta descrito em anexo.

Na Parte 3, de construgdo dos promotores foram utilizados como meios de
cultivo o meio “Luria-Bertani” (LB) e o meio Power (PW) suplementados com 5 ug/ml
de cloranfenicol e 100 ug/ml de espectiomicina para os cultivos com B. subtfilis. Os
meios de transformagdo permaneceram os mesmos. Adicionou-se glicose e lactose
como fontes de carbono em concentragdes de 1% a 3%.

Nos topicos 6 e 7, fixou-se o Power como meio utilizado e 3% de fonte de
carbono (independente de qual) como suplemento. Os antibiéticos permaneceram

0S mMesmos.
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3.1.2. Montagem dos promotores

3.1.21. Pveg-tetO

Os promotores foram construidos de modos distintos. O Pveg-tetO ja estava
disponivel no plasmideo pBS3Clux na Colegao de Culturas do Laboratério. Bastou
apenas extrair o plasmideo a partir de uma cultura de E. coli JM109 recA”, utilizando

protocolo comercial (Anexo) e transforma-lo em B. subtilis (mais adiante).

3.1.2.2. Pveg-cre

Ja o promotor Pveg-cre foi construido de modo distinto. Foram desenhados
dois oligos (ver Tabela 2) com complemetariedade parcial e com sitios de restrigao
BioBrick em suas extremidades de modo que: 1) eles fossem passiveis de
anelamento como na Figura 4-A, abaixo. Os dois oligos anelados tiveram suas
extremidades preenchidas via PCR de preenchimento (Anexo 2) (Figura 4-B); 2) e
foram digeridos com as enzimas Xbal e Pstl, gerando extremidades coesivas
(Figura 4-C) aos plasmideos pBS3Clux, digerido com as enzimas Xbal e Pstl; e
pSB1C3_TetR (BBa_P0440), digerido com as enzimas EcoRIl e Bcul, aos quais
foram ligados entre os sitios de restricdo BioBrick, gerando, assim, as construgdes
pBS3Clux_Pveg-cre e pSB1C3 Pveg-cre TetR. A Figura 5, apresenta a

esquematizagao dos promotores.
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Figura 4 - Montagem do promotor Pveg-cre utilizando oligos anelados. A: Anelamento e PCR de
preenchimento. B: Inserto anelado e preenchido. C: Digestédo e geracao de extremidades coesivas.
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PCR DE PREENCHIMENTO
PCR DE PREENCHIMENTO I I I I I I I I I I I I I I I
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REGIAO DE ANELAMENTO
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OLIGO FW EXTREMIDADE COESIVA

EXTREMIDADE COESIVA

OLIGO RV

Montagem do promotor Pveg-cre a partir do anelamento de oligos complementares e o
preenchimento das extremidades via PCR. O inserto gerado foi digerido com EcoRI e Spel gerando

extremidades coesivas.
Fonte: Proprio autor.

Figura 5 - Representacdo dos promotores construidos. A: Pveg-cre. B: Pveg-tetO

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGAATTTTGTCAAAATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGTTGATACCGGTT
CTTAAGCGCCGGCGAAGATCTCTTAAAACAGTTTTATTAAAATAACTGTTGCAGAATAATTGCAACTATGGCCAA
BB prefix Pveg

1@ 20 38 49 5@ 68 78

AAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGTATTTTGTTAACGCTTACAATTTTGTTAACGC
TTTAAAATAAACTGTTTTTACCCGAGCACAACATGTTATTTACATAAAACAATTGCGAATGTTAAAACAATTGCG

-35 -10
Pveg | cre site amyE > [ cre...yE »%

2] 96 100 116 126 130 148 158

TTACATTTATACTAGTAGCGGCCGCTGCAG

AATGTAAATATGATCATCGCCGGCGACGTC
b BB suffix

160 17@ 180
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ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGAATTTTGTCAAAATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGTTGATACC

TACTCTTAAGCGCCGGCGAAGATCTCTTAAAACAGTTTTATTAAAATAACTGTTGCAGAATAATTGCAACTATGG
BB prefix
» Pveg

1@ 20 ie 48 50 6@ 79

GGTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGTACTCTATCATTGATAGAGTTCCGGCAA
CCAATTTAAAATAAACTGTTTTTACCCGAGCACAACATGTTATTTACATGAGATAGTAACTATCTCAAGGCCGTT
-10
-35 Base-pairing oligos
Pveg 1 tetD site

1] 9@ laa 11a 12@ 130 140 15@

AAAAGGGCAAGGTGTCCTAGTAAGGTCGACAGGAGGATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCG
TTTTCCCGTTCCACAGGATCATTCCAGCTGTCCTCCTATGATCATCGCCGGCGACGTCAGGC
RBS BB suffix

16@ 178 180 19@ 208 210

A: Promotor Pveg-cre, contendo sitios de restricado BioBrick, promotor constitutivo Pveg, dois sitios
cre, e regides -10 e -35 do promotor destacadas. B: Promotor Pveg-tetO contendo dois sitios de
restricdo BioBrick, promotor constitutivo Pveg, sitio tetO e regides -10 e -35 do promotor destacadas,
além de sitio RBS corrigido (topico 5).

Fonte: Proprio autor.

Tabela 2 - Oligos utilizados para montagem do promotor Pveg-cre.

Oligo Sequéncia 5' - 3' Tm°C

Pveg-cre(amyE) AGTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGAATTTTGTCAAAATAATTTT
ATTGACAACGTCTTATTAACGTTGATACCGGTTAAA TATTTGAC 67,8

forward AAAAATGGGCTCGTGTTGTAC ’

ATATCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATAAATGTAAGCGTTAACAAA
ATTGTAAGCGTTAACAAAATACATTTATTGTACAACACGAGCCCAT 67.8
TTTTGTCAAATAAAATTTAACC

Pveg-cre(amyE)
reverse

Fonte: Proprio autor

3.1.3. Linhagens e Plasmideos

Para clonagem dos promotores foram utilizados os plasmideos descritos na
Tabela 3, abaixo. Os mapas desses plasmideos estdo disponiveis no Apéndice 2 -
Mapas de plasmideos. Eles foram clonados em linhagens de E. coli Top10

quimicamente competentes. Foram extraidos utilizando protocolo comercial e
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digeridos com enzimas de restricdo para clonagem dos promotores. Foram, entao,
clonados em E. coli Top10. Apds confirmagao primaria via extragdo plasmidial, e
PCR, foram usados para transformar B. subtilis 168. Uma etapa posterior de
confirmacgao via sequenciamento foi realizada (Para todos os protocolos ver
ANEXO).

Tabela 3 - Plasmideos utilizados nesta etapa. a) RADECK et al., 2013; b) Registry of Standard
Biological Parts (iGEM Foundation).

Plasmideo Descrigédo Referéncia

Shuttle-vector para integracéo no locus sacA de B. subtilis contendo o
operon luxABCDE para producao de bioluminescéncia. A marca de
selecdo € a resisténcia a ampicilina para E. coli e cloranfenicol para B.
subtilis.

pBS3Clux

Plasmideo pSB1C3 contendo a parte BBa_P0440, formada por um
BBa_P0440 RBS forte (B0034), o gene da TetR-LVA e um terminador duplo com b
resist&ncia ao cloranfenicol como marca de selecio.

Fonte: Proprio autor.

3.1.4. Transformacgéao das linhagens em E. coli e B. subtilis

Os plasmideos contendo os promotores foram inicialmente usados para
transformar E. coli Top10 como forma de gerar uma biblioteca segura das
construgdes. Para isso foi utilizado o protocolo de choque-térmico (HANAHAN et al.,
1983; INOUE et al., 1990; CHAN et al., 2013). As transformacgdes foram plaqueadas
em LB agar com o antibiético respectivo para cada plasmideo, e incubadas a 37°C
por 14h a 18h. Uma vez que a biblioteca de promotores foi concluida, ela foi
transferida para o chassi definitivo em B. subtilis. Os plasmideos foram extraidos de
E. coli e usados para transformar B. subtilis, utilizando o protocolo de trés etapas
que faz uso da competéncia natural da linhagem (BRON et al., 1999), em meio LB
agar com antibiético adequado, tendo como condigbes temperatura de 37°C e
tempo de incubac&o de 14h a 18h.

Os clones positivos em cada caso foram estocados em freezer a -80°C em
solugao de 20% de glicerol (v/v) (SHANNON; MACY, 1973; BAUST et al., 2017).



35

3.1.5. Resumo das linhagens usadas e construidas na etapa de montagem

dos promotores

As linhagens usadas e obtidas como resultado dessas atividades, bem como
as enzimas utilizadas na construgdo de cada uma delas foram organizadas na

Tabela 4, de modo que a visualizagao seja facilitada.

Tabela 4 - Constru¢des geradas na etapa de Montagem dos promotores.

Categoria Construgéo Tipo Enzimas Chassi Resultado

EcoRl e E. coli

pSB1C3_TelR (BBa_P0440) Plasmideo Beul Top10

Xbal, Pstl E. coli

Disponiveis pBS3Clux Plasmideo " iap Top10 /
pBS3Clux_Pveg-tefO Plasmideo E. coli ;
- Top10 :
Xbal e
Pveg-cre Inserto Psif -
SB1C3_Pveg-cre_TetR  Plasmideo E. coli /
P e ) Top10
Construidos pBS3Clux_Pveg-cre Plasmideo - E. coli /
- Top10
B. subtili B.
pB33Clux_Pveg-cre Plasmideo '31'”68 s subtilis::Pveg_cre-
lux
B. subtilis B

pBS3Clux_Pveg-tetO Plasmideo 168 subtfﬁs::P;reg_tetO

(-) construgdes nao passaram por reagdes de digestdo pois, ou estavam no formato desejado, ou
séo resultado de ligagédo entre plasmideo e inserto.

(/) construgdes ndo sao relevantes para testes de funcionalidade dessa etapa.

Fonte: Proprio autor

As linhagens construidas nessa etapa foram denominadas de B.
subtilis::Pveg_cre-lux, contém o operon [uxABCDE sob controle do promotor
constitutivo Pveg-cre, o qual possui dois sitios cre, o que o torna responsivo ao
sistema catabodlico de carbono; e B. subtilis::Pveg_tetO, que contém o operon

luxABCDE sob controle do promotor Pveg-tetO. Ambas as linhagens foram
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construidas a partir de B. subtilis 168 pela integragdo das sequencias ao locus
gendmico sacA. Os mapas dos plasmideos usados nessa etapa s&o mostrados na

Figura 6.

Figura 6 - Mapa dos plasmideos gerados na etapa de montagem dos promotores. A:
pBS3Clux_Pveg-cre; B: pBS3Clux_Pveg-tetO.

BioBrick Prefix
cat (Chloranphenicol R) BB prefix
-5

1@ B
tetD site
RBS R@
BB suffix

A

pGEX_I_primer
AmpR_promoter

pBRrevBan_primer

pBS3Clux_Pveg-tet0 ’
18775 bp

pBS3Clux_Pveg-cre
16777 bp

PGEX_3_primer

BB suffix
cre site amyE

cre site amyE cat (Chloranphenicel R)

-35 BB prefix
Pveg

Mapa dos plasmideos usados. A: contém promotor Pveg-tefO controlando o operon /luxABCDE,
marca de selegdo baseado na resisténcia a cloranfenicol, locus sacA de integragdo ao cromossomo
em B. subtilis e sitios de restricdo BioBrick. B: mesma estrutura, com a diferenca do promotor, nesse

caso Pveg-cre. Fonte: Proprio autor. Imagem gerada no Benchling.

Fonte: Proprio autor.

Nesse ponto cabe uma observagao referente a construgédo pSB1C3_Pveg-cre
elaborada na etapa de montagem dos promotores. Ela sera util na etapa de
construcao do circuito. Nesse instante, ela nao foi tratada como resultado essencial
devido a presenca do gene de codificagdo da proteina TetR que atuara como
repressor do sinal de luminescéncia na auséncia de glicose no chamado circuito
completo. Como o objetivo inicial € antes testar a funcionalidade dos promotores

construidos, a analise dessa construcao ficara para a parte 2.
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3.1.6. Sequenciamento

As constru¢des foram sequenciadas através do método de Sanger (SANGER
et al.,, 1977), no equipamento ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer da Applied
Biosystems. O protocolo de sequenciamento se encontra em Anexo. Os resultados
do sequenciamento foram analisados nos softwares Sequence Scanner v 2.0

(Applied Biosystems) e Benchling.

3.1.7. Teste de funcionalidade - Luminescéncia

A funcionalidade das construcbes foi testada através da emissdo de
luminescéncia decorrente da existéncia do operon /ux. A leitura foi realizada em
uma leitora de placas da marca TECAN®, modelo Infinite M200 Pro. O protocolo de
leitura de luminescéncia envolveu tempo de integracao de 1000 milissegundos (ms)
e 0 método foi composto por 60 a 80 ciclos de 10 minutos totalizando de 12h a 14h
de cultivo, com agitacdo de 180 rpm (aproximadamente uma amplitude de 4 mm). A
placa utilizada era da marca Costar®, da cor branca, com 96 pocos de fundo reto
para leituras envolvendo apenas bioluminescéncia e de fundo transparente para
bioluminescéncia e densidade O6ptica concomitantes. Manteve-se essas definicbes

para todas as Partes.

3.1.8. Cultivos

Os cultivos realizados na leitora foram feitos em triplicata para cada fonte de
carbono e para cada linhagem. As leituras de densidade optica a 600nm e
luminescéncia foram tomadas a cada 10 minutos em modo cinética, com duragao
total de 12h a 16h. Os resultados obtidos foram entdo tratados através do calculo de
meédia aritmética padrao para o resultado de cada unidade de tempo e de calculo de
desvio padrdo para cada uma das triplicatas. Definicbes mantidas para todas as

Partes.
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3.2. Resultados Parte 1 - Montagem dos Promotores

Os resultados da primeira etapa deste trabalho foram voltados para validacao
da funcionalidade dos promotores construidos. Como € de conhecimento, parte dos
experimentos realizados sao devidos a erros em um projeto anterior (RIBEIRO, N.
V., 2020), no qual o promotor Pveg-cre foi incorretamente construido, apresentando
uma mutagao no sitio cre que impactou seu correto funcionamento.

A resolucdo desse problema foi parte importante deste trabalho, sendo
necessaria a reconstrugao total do promotor em questdo. Esse objetivo, bem como
a construgdo do promotor Pveg-tetO foram atingidos com sucesso e os resultados
detalhados podem ser visualizados a seguir. A seguir, a Figura 7, mostra o

sequenciamento referente a correcéo dos sitios cre.

Figura 7 - Resultado do sequenciamento do promotor Pveg-cre.

AATTTTGT ~CAAMATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGT TGATACCGGTTAAATTTTATTTGACAAAMATGGGCTOGTGTTGTACAATAAATGTAT TTTGTTAACGCTTACAATTTTGTTAACGCTTACAT
[EIRET——— tomslote sogeence o8
| | \ ' |
) i I | | | |
A, NTTY n i : a TR m“ 1 I FI \ NI ahks 1 cihths
WL [ ! | \ ' LWL VY| /WA WA |
yYvvy I 1 vl L | V \ 14 | Y A
AL UL SOV IV YT VLTV L P LV O VIR TV LY LW VY T
AATTTTGTECAAAATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGTTGATACCGGTTAAATTTTATTTGACAAMAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGTAT TTTGTTAACGCTTACAATTTTGTTAACGCTTACAT
aligwd e shiged sepuense
AATTTTGT-CAMAATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGT TGATACCGGTTAAATTTTAT TTGACAAAAATGGGCTOGTGTTGTACAATAMTGTAT TTTGTTAACGCTTACAATTTTGTTAACGCTTACA

aligred sequence *uog

Sequenciamento do promotor Pveg-cre. Em vermelho estdo assinalados os dois sitios cre que
tiveram suas sequéncias corrigidas. Para cada base correta do sequenciamento com o molde ha
uma marcacgao em cinza indicando a compatibilidade. O grau de confiabilidade do resultado é dado

pelos picos coloridos. Quanto mais agudo, maior a confiabilidade da base sequenciada.

Fonte: Proprio autor.

Para comparacdo dos resultados foram utilizadas duas linhagens ja
disponiveis no laboratério: a Pveg 3Clux, contendo o operon [uxABCDE sob
controle do promotor constitutivo Pveg em B. subtilis 168. Essa linhagem deveria,
em decorréncia da construcdo mencionada emitir luminescéncia constitutivamente,
servindo como um controle comparativo desta emissao para os promotores. A outra

linhagem: Pveg-cre (incorreto) construido por Ribeiro (2020) e que apresenta a
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mutacdo no sitio cre que reduz a atividade do promotor. Os mapas destes
plasmideos podem ser vistos no Apéndice 2.

Para andlise de funcionalidade foram escolhidas duas fontes de carbono,
glicose e lactose. Uma delas, a glicose, responsiva ao sistema RCC. Ja a lactose, é
uma fonte que ndo responde adequadamente a essa ferramenta de controle
metabdlico, sendo elas, portanto, ideais para avaliacdo da funcionalidade destes

promotores. Abaixo, nas figuras 8 e 9, esses resultados podem ser visualizados.

Figura 8 - Curvas de crescimento para as diferentes linhagens de B. subtilis modificadas com os
promotores construidos.
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Pveg-tetO
1.4
1.2

0.8
© o6

02 g

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

=t==Glicose Lactose

A: Comparacao das curvas de crescimento para B. subtilis sem modificacdes em meio LB com 1%
de glicose e 1% de lactose. B: Comparacgao das curvas de crescimento para B. subtilis contendo o
plasmideo Pveg_3Clux em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. C: Comparagéo das curvas
de crescimento para B. subtilis contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre incorreto em meio LB com
1% de glicose e 1% de lactose. D: Comparagéo das curvas de crescimento para B. subtilis contendo
o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. E: Comparagéo
das curvas de crescimento para B. subtilis contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-tetO em meio LB

com 1% de glicose e 1% de lactose.

Fonte: Proprio autor.

Algumas analises preliminares podem ser tiradas desses resultados de
crescimento celular. A primeira delas é referente a diferengca de crescimento
observada entre a glicose e a lactose para as mesmas condicdes de crescimento. E
de facil visualizacao a diferenga de densidade celular (OD - optical density) entre as
fontes, variando entre aproximadamente 20% até 66% de diferenga observada. Isso
€ uma representacédo visual da preferéncia seletiva de B. subtilis pela glicose como
fonte de carbono em oposicao a lactose. Ndo somente isso, por se tratar de um
dimero formado por uma molécula de glicose e outra de galactose, a lactose
necessita ser hidrolisada antes pela enzima lactase para ser assimilada, o que faz
com que o crescimento a partir dessa fonte seja retardado.

No entanto, é curioso notar que essa diferenga comeca a ser observada
apenas apos metade da fase exponencial ter decorrido, o que nesse experimento é
observado por volta das quatro horas e meia de cultivo. Antes disso, ambas as
fontes apresentam resultados equivalentes, tendo a glicose assumindo vantagem

apenas apos esse periodo.
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Para os fins deste estudo, esse resultado é suficiente e confiavel, pois como
sera observado a seguir, na Figura 8, os picos de luminescéncia correspondem ao
momento de equivaléncia de densidade celular entre as fontes, permitindo uma
comparacgao eficiente, muito embora, um ajuste, para levar em consideragao as
diferencas de densidade celular, tenha sido realizado no formato
Luminescéncia/OD.

A andlise dos resultados de luminescéncia desses cultivos mostrou resultados muito
positivos. Em primeiro lugar, foi possivel notar que o promotor Pveg-cre foi
efetivamente corrigido quanto a sua mutacao anterior. Além disso, tanto o promotor
Pveg-cre, quanto o Pveg-tetfO mostraram-se funcionais e sensiveis ao sistema de
RCC. Abaixo nas Figuras 9 e 10, os resultados estdo graficamente representados
em escalas distintas pois cada um deles representa uma construgao diferente, com

graus de emisséao distintos.

Figura 9 - Emissado de luminescéncia para os promotores construidos.
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E
Pveg-tetO

1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000

200000 Ve
0 cumel®
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

Luminescéncia

=—a=Glicose Lactose

Comparacao das curvas de luminescéncia para B. subtilis sem modificacbes em meio LB com 1% de
glicose e 1% de lactose. B: Comparacédo das curvas de luminescéncia para B. subtilis contendo o
plasmideo Pveg_3Clux em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. C: Comparagao das curvas
de luminescéncia para B. subtilis contendo o plasmideo pBS3C/ux_Pveg-cre incorreto em meio LB
com 1% de glicose e 1% de lactose. D: Comparagéo das curvas de luminescéncia para B. subtilis
contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. E:
Comparacdo das curvas de Iluminescéncia para B. subtilis contendo o plasmideo
pBS3Clux_Pveg-tetO em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 10 - Luminescéncia/Densidade celular para analise dos promotores.
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A representagdo grafica destaca o ajuste Luminescéncia/OD, onde a luminescéncia é dividida
igualmente pela densidade celular total de cada amostra. A: Representacdo da escala de
Luminescéncia/OD para a linhagem B. subtilis sem modificagdo. B: Representagdo da escala de
Luminescéncia/OD para a linhagem B. subtilis contendo o plasmideo Pveg_3Clux. C: Representagao
da escala de Luminescéncia/OD para a linhagem B. subtilis contendo o plasmideo
pBS3Clux_Pveg-cre. D: Representacao da escala de Luminescéncia/OD para a linhagem B. subtilis
contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre incorreto. E: Representagdo da escala de
Luminescéncia/OD para a linhagem B. subtilis contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-tetO.
Importante observar que foram usadas escalas diferentes para cada grafico.

Fonte: Proprio autor
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Como € possivel observar, o promotor Pveg-cre comportou-se exatamente
como o esperado. Por possuir em sua estrutura dois sitios cre associados ao
sistema RCC, esse promotor na presenga de glicose, fonte preferencial de B.
subtilis, tem a sua atividade inibida. Recapitulando o mecanismo RCC, explicado no
capitulo de desenvolvimento, na presenca de glicose, a formagdo do complexo
proteico CcpA-HPr (Ser 46) pela fosforilagdo da proteina HPr por uma molécula de
ATP. Esse complexo interage com os sitios cre do promotor, impedindo a transcrigao
do gene sob controle do promotor em questao.

Nesse cenario, para o promotor Pveg-cre, era esperado uma emissao de
luminescéncia menor para a glicose do que para a lactose, uma vez que a glicose,
fonte de carbono preferencial e associada ao RCC impactaria a transcricao,
enquanto a lactose, nao preferencial e ndo associada ao RCC, teria uma emissao
de luminescéncia superior. A esse efeito, damos o nome de inversao de sinal.

Na constru¢do homologa incorreta herdada do projeto anterior, € observado
que isso até ocorre, porém em uma magnitude muito inferior a desejada, tanto em
escala de emissao, quanto a diferenca dessa magnitude entre as fontes. A emissao
induzida para lactose € apenas cerca de 2,8 vezes maior do que a observada para
glicose. Esse resultado pifio € decorrente justamente da mutagéo dos sitios cre. A
corregao realizada por meio da reconstrugdo do promotor Pveg-cre foi eficiente em
eliminar essa mutacdo e promover um aumento substancial da sensibilidade de
resposta desse promotor.

No resultado exposto para a corregdo do promotor Pveg-cre, pode-se notar
nao s6 uma magnitude maior de emissao de luminescéncia, como a diferenca da
inducédo da lactose para a glicose € de aproximadamente 5 vezes na meédia; e de
6,4 vezes no ponto de desvio superior em seu pico. Quando se leva em
consideragao a Luminescéncia/OD, a diferenga atinge cerca de 7,5 vezes no pico e
até 9 vezes no ponto superior. Isso destaca o elevado grau de sensibilidade da
resposta desse promotor ao sistema RCC. Além disso, quando comparada a
construcdo Pveg 3Clux, onde ha auséncia dos sitios cre no promotor Pveg, € nitida
a robustez dessa resposta, uma vez que a luminescéncia emitida na presenca de
glicose é de magnitude préoxima a 2,5 x 10°, enquanto a emissdo induzida pela
glicose na presenca dos dois sitios cre é de magnitude 5,0 x 10%. Ou seja, trata-se

de uma diferenca de aproximadamente 500 vezes.
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Uma analise especifica para o resultado da lactose também ¢é valida, uma
vez que a indugdo observada para ela na linhagem do promotor Pveg-cre é de
magnitude aproximada de 2,5 x 10% muito inferior a observada para lactose na
linhagem contendo o promotor Pveg sem os sitios cre (Pveg_3Clux), mesmo ela
ndao sendo uma fonte de carbono associada ao sistema RCC. Isso é explicado
simplesmente pela presenga dos sitios cre na construgdo, o qual nunca esta
completamente liberado, portanto, sempre apresentara algum grau de represséo da
expressao do operon /ux associado ao sistema RCC. pelo fato de a lactose ser
hidrolisada ao longo do cultivo para consumo pelo B. subtilis. Por fim, tratando do
promotor Pveg-tetO, outro resultado positivo foi aqui obtido. Nessa situagéo, como
explicado no capitulo de materiais e métodos, o sitio operador tetO foi adicionado a
estrutura do promotor Pveg. Como os resultados deixam claro, o promotor
Pveg-tetO possui resposta robusta em magnitude, e sensivel as diferentes fontes de
carbono empregadas. Trata-se, portanto, de mais um promotor com construgao
eficientemente alcancada.

Como analises adicionais dos resultados, fica exposto o resultado do
metabolismo basal de emissdo de luminescéncia por B. subtilis 168 nao modificado
e a associagao a emissdo de luminescéncia a fase log de crescimento celular, tendo
a emissao caido drasticamente ou estacionado para todos os promotores apés o

inicio da fase estacionaria.
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4. Parte 2 — Construgao e teste do Circuito genético

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Preparo de células competentes de B. subtilis PT7lux

Os plasmideos construidos foram usados para transformar uma linhagem de
B. subtilis que ja continha o plasmideo pT73Clux inserido no lécus sacA do
cromossomo. Trata-se do plasmideo pBS3Clux contendo o operon /ux sob controle
do promotor T7. A construgdo dessa linhagem foi confirmada via PCR de colénia
utilizando os oligos da Tabela 5, com produto resultante de 410 pb. O gel de
eletroforese que destaca a clonagem pode ser encontrado no Apéndice 4. Apds a
etapa ter sido bem sucedida, essa nova linhagem, batizada de B. subtilis PT7Ilux ou
simplesmente Bs PT7/ux foi submetida a protocolo de preparo de células
competentes para B. subtilis (BRON et al., 1999). O mapa desse plasmideo pode

ser encontrado no Apéndice 2.

Tabela 5 - Oligos usados na PCR de colbnia para confirmagao da linhagem Bs PT7lux.

Oligo Sequéncia §' - 3' Tm °C
BBprefix_fw ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG 61,3
luxA(seq) rev) GCTGTGGGAAGAACAATAGC 55

Fonte: Proprio autor.

4.1.2. Linhagens e Plasmideos

Os plasmideos utilizados nessa etapa estdo descritos na Tabela 6. Eles
estavam disponiveis em E. coli Top10, sendo extraidos via protocolo base de
extragdo plasmidial (Anexo). Todos os plasmideos derivados destes foram

construidos em E. coli Top10 pela facilidade de ligacdo e para manutengido da
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biblioteca de construgdes. Apds a confirmagao das construgdes, estes foram usados
para transformar E. coli JM109 recA* pela maior facilidade observada em
transformar B. subtilis 168 com um plasmideo extraido dessa linhagem especifica
em comparagao a Top10. O passo a passo da construgdo dos circuitos seguintes &

descrito com mais detalhe nos tépicos subsequentes.

Tabela 6 - Plasmideos utilizados na etapa de montagem do circuito. Referéncias: a) este trabalho; b)
RIBEIRO, 2020; c) derivado de RADECK et al., 2013.

Plasmideo Descrigao Referéncia

Plasmideo p5B1C3 contendo Pveg-cre(corrigido) +
pSB1C3_Pveg-cre-TetR RBS forte (B0034) + TetR-LVA + double terminator com a,c
marca de selecio a cloranfenicol

Plasmideo pBS45 com o0 gene da T7 RNA polimerase
sob o controle do promotor Pveg-tetO, regulado pela
proteina repressora TetR. Possui marca de selecéo

para ampicilina em E. coli e espectiomicina em B. ’

subtilis. Possui sitio de integracéo no locus thrC em B.

subtilis.

pB545 Pveg-tefO-T7/RNAp

Plasmideo pSB3Clux com o operon lux sob controle do
pT73CIux promotor T7. Possul marca de selec&o para ampicilina b c
em E. coli e cloranfenicol em B. subtilis.

Fonte: Proprio autor.

4.1.3. Construgao do circuito pBS4S_Pveg-cre_TetR_Pveg-tetO_T7RNAp

A construcdo do circuito completo baseou-se em duas construgdes, uma
delas disponibilizada na Parte 1: pSB1C3_Pveg-cre-TetR e a outra herdada do
projeto executado por Ribeiro (2020): pBS4S_ Pveg-tetO-T7RNAp. O foco dessa
etapa foi utilizar o inserto Pveg-cre-TetR, formado pelo gene da proteina repressora
TetR sob controle do promotor Pveg-cre construido na Parte 1 e adiciona-lo ao
plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp.

Para isso, foi realizada uma PCR do plasmideo pSB1C3_Pveg-cre-TetR com
os oligos disponibilizados na Tabela 7, de modo a gerar um inserto de 1022 pb
correspondente ao inserto Pveg-cre-TetR com extremidades BioBrick coesivas que

pudessem ser ligadas ao vetor plasmidial pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp.
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Tabela 7 - Oligos utilizados para PCR e geragao do inserto Pveg-cre-TetR.

Oligo Sequéncia5' - 3' Tm°C
BBprefix_fw ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG 61.3
BBsuffix_rv CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG 66.7

Fonte: Proprio autor.

O produto dessa PCR foi entdo digerido com enzimas de restricdo EcoRIl e
Spel, enquanto o vetor plasmidial pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp foi digerido com as
enzimas EcoRl e Xbal. Vetor e inserto foram ligados gerando a construgao
pBS4S_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7RNAp. Este circuito foi construido em E. coli
Top10, clonado em E. coli J109 recA+ e por fim clonado nos chassis de destino, B.

subtilis 168 e B. subtilis PT7lux, onde se integrou ao cromossomo no locus thrC.

4.1.4. Outros circuitos

A construgao pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp também foi clonada em B. subtilis
PT7lux utilizando protocolo base de transformacao em B. subtilis. Além dela e das
outras construcdes mencionadas no tépico anterior, o plasmideo pT73Clux clonado
anteriormente em B. subtilis para posterior geragao de células competentes dessa
linhagem também foi foco desta etapa e representou o controle basal dos resultados

aqui expostos.

4.1.5. Resumo das linhagens usadas e construidas na etapa de montagem

As linhagens usadas e obtidas como resultado dessas atividades, bem como
as enzimas utilizadas na construgdo de cada uma delas foram organizadas na

Tabela 8, de modo que a visualizagao fosse facilitada.
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Tabela 8 - Construgbes geradas na etapa de Montagem do circuito.

Enzimas
Categoria Construgéo Tipo de Chassi Resultado
Restrigdo
pSB1C3_Pveg-cre_TetR  Plasmideo E coli Top10 '"SB”OTQ’SQ'”&
EcoRI
pBS4S Pveg-tetO-T7RNAp Plasmideo  Xbale E. coli JM109 Vetor plasmidial
Disponiveis FastAP
EcoRl e
_cre- - /
Pveg-cre-TetR Inserto Spel |
pT73Clux Plasmideo E. coli Top10 /
pT73Clux Plasmideo - B. subtilis 168 B. subtilis PT7lux
pBS4s Pveg-cre-TetR_Pveg- . )
fefO-T7TRNAp Plasmideo - E. coli Top10 !
pBS4s_Pveg-cre-TetR_Pveg- . .
fofO-TTRNAD Plasmideo - E. coli JM109 !
B. subtilis::Pveg-
Construido szu_?;;tgq;%r;uJ;tR_Pveg- Plasmideo - B. subtilis 168 cre-TetR_Pveg-
P tetO-T7RNAp.
B. subtilis::PT7-
pBS4s_Pveg-cre-TetR_Pveg- Plasmideo B. subtilis lux::Pveg-cre-
tetO-TTRNAp B PT7lux TetR_Pveg-tetO-
T7RNAp
B. subtilis B. subtilis::PT7-
pBS48_Pveg-tetO-T7RNAp  Plasmideo - i"l?f lux::Pveg-tetO-
ux T7RNAp

(-) construgbes nao passaram por reagbes de digestdo pois, ou estavam no formato desejado, ou

séo resultado de ligagéo entre plasmideo e inserto.

(/) construgdes nao sao relevantes para testes de funcionalidade dessa etapa.

Abaixo,

. Fonte: Préprio autor.

0os mapas

dos

circuitos

pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp e

pBS4S_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7RNAp estao disponibilizados na Figura 11.
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Figura 11 - Mapa dos plasmideos construidos: A: pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp e B:
pBS4S_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7RNAp.

bom_CDS

pBS4S-Pveg-tet0-T7RNAP

7445 bp

pBS45_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7RNAP |
8439 bp

ori_spprox. CDS

_r—u'
18
&
o/
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A: Plasmideo pBS4S com o gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor Pveg-tetO e
sitio de integragdo no locus thrC. B: pBS4S com o gene da T7 RNA polimerase sob o controle do
promotor Pveg-tetO, regulado pela proteina repressora TetR, que é controlada por glicose, também
contendo sitio de integracdo no locus thrC.

Fonte: Proprio autor.

4.2. Resultados Parte 2 - Montagem do Circuito

A expectativa desta segunda rodada de resultados seria confirmar o
funcionamento efetivo do biossensor gerado pelo circuito clonado em B. subtilis
PT7lux: pBS4S_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7TRNAp. Recapitulando, neste circuito
tem-se a o gene da proteina repressora TetR sob controle do promotor Pveg-cre,
responsivo ao sistema de repressao catabdlico de carbono (RCC). Desse modo, na
presenca de glicose, esse gene nao sera expresso e a proteina nao sera
sintetizada. O inverso ira ocorrer na auséncia de glicose, e portanto, tendo como
resultado a producgao da proteina.

Assim, quando ha altas concentragdes de glicose no meio, e a consequente
repressdao dessa proteina, o promotor Pveg-tetO, que é regulado negativamente
pela acao dessa proteina € ativado, permitindo a expressdo da T7RNAp,
responsavel pela ativacdo do promotor T7 que controla o operon /uxABCDE,

emitindo o sinal resposta via luminescéncia.
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Infelizmente, os resultados expostos abaixo mostraram que o circuito ndo
estava funcional, pois mesmo na presenca de glicose, ele ndo se comportava como
esperado, emitindo taxas baixas de luminescéncia. As figuras 12 e 13, a seguir
destacam esses resultados.

Figura 12 - Curvas de crescimento para as diferentes linhagens de B. subtilis modificadas com os

circuitos construidos.
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1
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A: Curvas de crescimento para B. subtilis 168 contendo o plasmideo pT73Clux integrado ao
cromossomo em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. B: Curvas de crescimento para B.
subtilis PT7lux contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp em meio LB com 1% de glicose e
1% de
pBS4S_Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO-T7TRNAp em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. D:
Curvas de PT7lux  contendo o] plasmideo
pBS4S_Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO-T7TRNAp em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose.

Fonte: Proprio autor.

lactose. C: Curvas de crescimento para B. subtilis 168 contendo o plasmideo

crescimento para B. subtilis
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Como é observado na figura 12, nao houve nenhuma diferenga substancial
guanto ao crescimento celular observado para o biossensor quando comparado aos
resultados dos promotores individualizados na Parte 1. Novamente, a glicose como
fonte preferencial apresentou crescimento superior a lactose em todas as situacoes,
apresentando ambas equivaléncias de crescimento por um periodo mais curto de
tempo dessa vez, aproximadamente trés horas de cultivo, tendo ao final do cultivo
uma diferenca aproximada de 50% entre elas.

O grande problema desta etapa, como mencionado, fica a cargo dos

resultados de emissao de luminescéncia retratados na figura 13.

Figura 13 - Emiss&o de luminescéncia para o biossensor e seus respectivos controles.
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c pBS4S-Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO- D pBS4S-Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO-
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Comparacao das curvas de luminescéncia para B. subtilis contendo o plasmideo pT73Clux integrado
ao cromossomo em meio LB com 1% de glicose e 1% de lactose. B: Comparagéo das curvas de
luminescéncia para B. subtilis PT7lux contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp em meio LB
com 1% de glicose e 1% de lactose. C: Comparagéo das curvas de luminescéncia para B. subtilis
168 contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO-T7TRNAp em meio LB com 1% de
glicose e 1% de lactose. D: Comparagao das curvas de luminescéncia para B. subtilis PT7lux
contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-cre-TetR-Pveg-tetO-T7RNAp em meio LB com 1% de glicose e
1% de lactose.

Fonte: Proprio autor.

Fica claro pelos resultados graficos que o biossensor ndo estava funcional. A
emissao de luminescéncia gerada foi muito baixa e aquém até mesmo do minimo
esperado. Além do biossensor, o circuito pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp que deveria
comportar-se como emissor de luminescéncia continua, isto €, sem a presenca da
regulacao via RCC nao se comportou como esperado do mesmo modo.

Isso suscitou duvidas a cerca do que poderia ter ocorrido com os circuitos,
uma vez que os promotores haviam sido bem caracterizados na Parte 1 e sabia-se
que eram funcionais, robustos e sensiveis. Desse modo, problemas nos promotores
foram descartados logo no inicio e o foco mudou-se para a analise de sequéncias

que haviam sido disponibilizadas prontas no inicio dos experimentos.
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5. Parte 3 - Otimizacoes: Teste RBS/ux e Teste de Meios

Apos muitas hipoteses terem sido levantadas, descobriu-se que o provavel
erro causador do mal funcionamento do circuito era a auséncia de um sitio RBS
entre o promotor Pveg-tetO e o gene da T7RNAp do circuito herdado de Ribeiro
(2020) Dessa maneira, sem a existéncia do sitio RBS n&o haveria como ocorrer a
sintese da T7TRNAp e consequentemente n&o haveria ativagao do promotor T7 sob
o qual o operon lux estava submetido.

Desse modo, foi necessario reconstruir o circuito pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp
de modo a introduzir um sitio RBS entre o promotor e o gene e dessa maneira tentar
sanar o problema da expressao.

Apods a introdugao do RBS, contudo, o problema persistiu. Assim, uma nova
rodada de testes teve de ser realizada, dessa vez envolvendo a experimentacao de
novos meios de cultivo para buscar o pleno funcionamento do circuito biossensor.

Ao final dessas duas rodadas de corregcao e otimizagao respectivamente, o

circuito biossensor estava finalmente funcional.

5.1. Introdugao do sitio RBS/ux

Para reconstrugcao do circuito pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp e
consequentemente do biossensor pBS4S_ Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-T7RNAp foi
necessario sintetizar um sitio RBS, que recebeu a definicdo de RBS/ux em alusao
ao problema que ele visava solucionar: a emissao de luminescéncia do operon /ux.
Esse RBS foi sintetizado no formato de oligos forward e reverse contendo uma
regido de homologia (do mesmo modo indicado na Figura X dos Materiais e
Métodos do Topico 3) juntamente com sequéncia do promotor Pveg-tetO contendo
extremidades BioBrick prefixo e sufixo.

Esses oligos foram anelados e preenchidos como explicado nos Materiais e
Métodos da Parte 1. Em seguida foram digeridos com as enzimas EcoRIl e Spel. Ele
foi ligado ao plasmideo pBS4S_T7RNAp digerido com as enzimas EcoRlI, Xbal e
FastAP gerando o circuito pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7RNAp, um equivalente ao
pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp da Parte 2 com o adicional de ter sido corrigido quanto

a auséncia do sitio RBS.
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5.2. Montagem do biossensor
pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp_Pveg-cre-TetR

A Ultima etapa de corregdo do circuito foi adicionar novamente o inserto
Pveg-cre-TetR correspondente a parte associada a regulagdo metabdlica de
carbono. Para esse procedimento, foi seguido o mesmo protocolo descrito na Parte
2 - Construgdo do circuito pBS4S_Pveg-cre_TetR_Pveg-tetO_T7RNAp, com um
diferencial. Para evitar o risco de as RNAs polimerases dos promotores Pveg-cre e
Pveg-tetO se sobreporem umas as outras e atrapalharem a transcrigdo do circuito
decidiu-se clonar o inserto Pveg-cre-TetR a jusante na sequéncia, ou seja, apos o
gene da T7RNAp. Isso representou apenas uma opg¢ao estrutural, que em nada
impactou no funcionamento do circuito.

Para isso, o inserto foi digerido com as enzimas Xbal e Pstl, enquanto o
plasmideo vetor pBS4S Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp foi digerido com as enzimas
Spel, Pstl e FastAP. Foram ligados e clonados em E coli Top10, E. coli JM109
recA+, B. subtilis 168 e B. subtilis PT7Ilux. O circuito gerado foi denominado
pBS4S_Pveg-tetO-RBSIux-T7RNAp_Pveg-cre-TetR.

Os mapas dos plasmideos construidos pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp e
pBS4S_Pveg-tetO-RBSIux-T7RNAp_Pveg-cre-TetR podem ser vistos na Figura 14,

abaixo.

Figura 14 - Mapa dos plasmideos construidos: A: pBS4S_Pveg-tetO-RBSIux-T7RNAp e B:
pBS4S Pveg-tetO-RBS lux-T7RNA Pveg-cre-TetR.
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A: Plasmideo pBS4S com o gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor Pveg-tetO e
sitio de integracdo no locus thrC. Contém RBS/ux. B: pBS4S com o gene da T7 RNA polimerase sob
o controle do promotor Pveg-tetO, regulado pela proteina repressora TetR, que é controlada por
glicose, também contendo sitio de integragéo no locus thrC. Contém RBS/ux.

Fonte: Proprio autor.
5.3. Resumo das linhagens usadas e construidas na etapa 3 de correcao

Abaixo, na Tabela 9, ha uma relagado das construgdes e linhagens usadas e
geradas nessa etapa do trabalho para facilitar o entendimento e visualizagdo. Sao
as ultimas construcdes feitas e nesse caso limitam-se a correcdes na sequéncia do
circuito nao trazendo nenhum detalhe novo as construgdes ja mostradas no Topico

4.

Tabela 9 - Construgdes geradas na etapa de corregéo do circuito.

Categoria Construgéo Tipo Enzimas Chassi Resultado
Pveg-cre TetR Inserto Xgil‘le TEOS% Inserto Pveg-cre-TetR
Disponiveis EcoRl, E coli
pBS45_ T7RNAp Plasmideo  Xbal e .JM 109 Vetor Plasmidial
FastAP
Pveg-tetO-RBS/ux Inserto EréopFéll e Inserto
pBS4S_P¥_e;g—|\tJ§;)—RBSqu— Plasmideo B JEM?gg /
- B. subtilis
sz“—"ﬁg‘hﬁO'RBsm"' Plasmideo - Bhﬁfg’s PT7/ux::pBS4S_Pveg-
p tetO-RBS/ux-TTRNAp
pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux- . B E. coli
Construidos  TTRNAp_Pveg-cre-TetR ~  asmideo JM109
B. subtilis
pBSAS_Pveg-tetORBSIX- o, .. B. subtilis sz‘gfsg‘;ii veg-
T7RNAp_Pveg-cre-TetR PT7Iux T7RNAp_Pveg-cre-
TetR
B.
pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux- ) B. subtilis SUPtlis::pBSAS_Pveg-
T7/RNAD Pved-cre-TetR Plasmideo - 168 tetO-RBSlux-
p_rveg-cre- T7RNAp_Pveg-cre-

TetR

(-) construgdes nao passaram por reacdes de digestdo pois, ou estavam no formato desejado, ou
sdo resultado de ligacao entre plasmideo e inserto.
(/) construgdes nao sao relevantes para testes de funcionalidade dessa etapa.

Fonte: Proprio autor.
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5.4. Teste dos Meios

Como mencionado na introducao desta Parte, a simples corre¢cao do circuito
nao funcionou, sendo necessaria a otimizagao das condigdes de cultivo para que ele
se comportasse como esperado. Para isso, uma série de cultivos foram realizados
com dois tipos de meios, LB e Power com concentragdes diferentes de glicose e
lactose, como mostrado na Tabela 10, abaixo. As condi¢des de cultivo e os testes
de funcionalidade em cada um deles sdao os mesmos descritos nos topicos Cultivos

e Teste de Funcionalidade do Tépico 3 deste trabalho.

Tabela 10 - Composi¢cao dos meios usados na etapa de otimizagao dos meios.

Meio Acucar % (viv)
LB - -
LB Glicose 3
LB Lactose 3
Power Glicose 1
Power Lactose 1

Fonte: Proprio autor.

5.5. Resultados Parte 3.1 - RBS/ux

Uma vez corrigido o circuito, um novo teste em meio LB suplementado
apenas com glicose 1%, dessa vez sem um cultivo paralelo com lactose, foi
realizado. O intuito era apenas verificar se o circuito iria emitir luminescéncia para
que novos e mais completos testes fossem realizados. Abaixo, na Figura 15, o

resultado desse teste esta disponivel.

Figura 15 - Teste RBSlux em meio LB + glicose 1%.
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Teste RBS/ux
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Resultado do teste de Luminescéncia emitida e densidade celular pelo circuito
pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp_Pveg-cre-TetR em B. subtilis PT7/ux em meio LB suplementado

com glicose 1%.

Fonte: Proprio autor.

Como destacado no resultado acima, o circuito novamente ndo apresentou
emissao de luminescéncia, sendo o resultado ainda mais insatisfatério do que os
anteriormente conseguidos. Desse modo, como as possibilidades de erros nos
promotores e no circuito como um todo estavam descartadas, foi decidido seguir

para uma etapa de otimizag¢ao do cultivo e dos testes.

5.6. Resultados Parte 3.2 - Teste de Meios

Como etapa de otimizacao foi decidido analisar o comportamento do circuito
em diferentes meios, suplementados com diferentes concentragdes de glicose e
lactose, como exposto no tépico de Materiais e Métodos do Tépico 4. A seguir, na

Figura 16, os resultados dos cultivos.

Figura 16 - Emiss&o de luminescéncia e densidade celular para o circuito
pBS4S_Pveg-tetO-RBSIux-T7RNAp_Pveg-cre-TetR em B. subtilis PT7lux em diferentes meios e
concentragdes de agucares.
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Resultados para emissédo de luminescéncia e densidade celular para linhagem de B. subtilis PT7Iux
contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-T7RNAp-Pveg-cre-TetR em meio LB suplementado com A:

3% de glicose. B: 3% de lactose. C: 3% de glicose. D: % de lactose.

Fonte: Proprio autor.

Os resultados da etapa de otimizagao do cultivo trouxeram respostas muito
positivas e bastante interessantes. O primeiro resultado e o mais importante foi a
emissdo de luminescéncia registrada no meio Power suplementado com 1% de
glicose. Essa era a resposta desejada desde o inicio dos testes e foi finalmente
atingida nessa configuragao. Alta emissao de luminescéncia na presencga de glicose.

Em oposicdo, os cultivos realizados em LB, independente da fonte,
novamente incorreram nos problemas vistos anteriormente relacionados a emissao
de luminescéncia. Mesmo triplicando a concentracdo de agucar (de 1% para 3%),
iISssO ndo impactou a emissdo em magnitude, tampouco o crescimento celular, que

se manteve nos niveis anteriormente vistos para glicose e lactose.
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Destaque para o cultivo em LB ndo suplementado o qual ndo registrou
crescimento celular, pelo contrario, houve decréscimo em relagdo a OD inicial. Um
aspecto positivo, por outro lado, que pode estar associado ao nao crescimento ou
ao bom funcionamento do circuito foi a ndo emissdo de luminescéncia na auséncia
de fonte de carbono.

Por fim, a ultima analise quantitativa dos resultados fica para o crescimento
celular aguém do esperado para o cultivo em Power suplementado com lactose 1%.
O crescimento registrado foi baixo (0.1 para 0.3), o que impacta a avaliagao da
emissao de luminescéncia. Ela pode ter sido baixa devido a sensibilidade do circuito
do biossensor, 0 que seria algo muito positivo, ou devido ao n&o crescimento da
bactéria. Esse cultivo foi repetido outras vezes e o mesmo resultado era obtido,
desse modo, constatou-se que a composi¢gao Power + lactose néo é benéfica para o
B. subtilis.

Assim, os experimentos do Tépico 6 foram voltados para encontrar e analisar
o comportamento do circuito em diferentes fontes de carbono de modo a encontrar
uma que seja ideal para comparagao com a glicose.

Ainda é interessante pontuar que o circuito apenas funcionou em um meio de
cultivo rico em nutrientes e fonte de carbono, em oposi¢do ao meio simples LB. Isto
pode indicar que a robustez do circuito e o fato de ser constitutivamente regulado
provoca uma carga metabdlica excessiva sobre o B. subtilis onde em condigdes de
falta de nutrientes ele seja obrigado a escolher entre favorecer o crescimento celular
ao invés de emitir a luminescéncia. Essa hipdtese, bem como a raz&o pela qual o B.
subtilis nao se adapta bem ao Power com lactose carecem de mais experimentos

para confirmacéo.

6. Parte 4 - Maximizagao dos resultados e definicao da fonte de carbono
ideal

Essa etapa do trabalho voltou-se para a definicado da fonte de carbono ideal
para comparagdo com a glicose. Foram testadas, além da glicose, outras cinco
fontes: lactose, xilose, sacarose, maltose e glicerol. Os resultados foram obtidos
com o circuito biossensor pBS4S_Pveg-tetO-RBSIlux-T7RNAp-Pveg-cre-TetR em B.
subtilis PT7lux. Como sera visto nos resultados dessa etapa, os dados foram

tratados também no formato Luminescéncia/Densidade celular para minimizar as
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diferencas de intensidade provocadas pelas diferentes concentragdes celulares para

cada meio e fornecer um resultado mais proximo do ideal.

6.1. Resultados Parte 4 - Definigcao de fonte de carbono

Os resultados para emissdo de luminescéncia e densidade otica para as
diferentes fontes de carbono, bem como o ajuste para Luminescéncia/OD podem

ser vistos a seguir nas Figuras 17 e 18.

Figura 17 - Emissao de luminescéncia do biossensor para diferentes fontes de carbono.
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E Maltose F Glicerol
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Resultados para emissdo de luminescéncia e densidade celular da linhagem de B. subtilis PT7lux
contendo o plasmideo pBS4S Pveg-tetO-T7RNAp-Pveg-cre-TetR para diferentes condigdes de
meios de cultivo em meio Power suplementado. A: 3% de glicose. B: 3% de lactose. C: 3% de xilose.

D: 3% de sacarose. E: 3% de maltose. F: 3% de glicerol.

Fonte: Proprio autor.

Novamente, como visto nos resultados do topico de Resultados 3.2, a lactose
foi a unica fonte a apresentar problemas no crescimento, destacando e confirmando
o fato dela n&o ser a fonte ideal para o crescimento do B. subtilis. Para todas as
outras fontes, crescimento consideravel, embora sempre abaixo do visto para o
meio LB foi registrado, com destaque para a densidade celular atingida nos cultivos
de xilose e sacarose, ambas superiores a glicose. As densidades registradas para
maltose e glicerol foram positivas também, embora um pouco abaixo da observada
para a glicose.

Tratando da emissdo da Iuminescéncia para cada cultivo, a glicose
apresentou um resultado muito positivo, atingindo cerca de 30000 ua com desvio
superior ultrapassando as 35000 ua. Os cultivos com xilose e sacarose nao so
acompanharam a glicose na densidade celular, mas na emiss&o de luminescéncia
também atingiram cerca de 66% do observado para glicose, com picos de 20000 ua
para cada uma. Maltose e glicerol comportaram-se como o esperado para lactose,
com baixa emissdo de luminescéncia, com destaque especial ao glicerol, que
mesmo apresentando alto crescimento celular, emitiu luminescéncia a taxas
préximas a lactose, cerca de 5000 ua.

Por fim, de modo a ter um resultado mais fiel e com reduzido impacto das

diferentes densidades celulares, os dados foram tratados para o formato
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Luminescéncia/OD. Esse modelo de resultado dilui as discrepancias de densidade
celular entre as fontes de carbono, de modo a produzir um resultado que forneca as
ua de luminescéncia para cada unidade de densidade celular. Os resultados podem

ser observados na Figura 18, abaixo.

Figura 18 - Resultados para diferentes fontes de carbono - Luminescéncia/OD.

A Glicose B Lactose

120000 120000
100000 100000

80000 80000

a [a)
] o
£ 60000 £ 60000
3 E]
= 40000 - 40000
20000 20000
0 0
Tempo (h) Tempo (h)
—e— Lum/OD —e— Lum/OD
c Xilose D Sacarose
120000 120000
100000 100000
o 80000 80000
o (=]
E 60000 o 60000
= £
= 40000 3 40000
20000 20000
0 0
0
0 2 4 6 8 10 12 .20000
Tempo (h) Tempo (h)
—8—Lum/OD —8—Lum/OD
E Maltose F Glicerol
120000 120000
100000 100000
o 80000 o 80000
o o
£ 60000 £ 60000
= 3
- 40000 - 40000

20000 20000 ’_M
0

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (h) Tempo (h)

—e—Lum/OD —e—Lum/0D

Resultados para emissdo de luminescéncia por densidade celular da linhagem de B. subtilis PT7Iux
contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp-Pveg-cre-TetR para diferentes condigbes de
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meios de cultivo em meio Power suplementado. A: 3% de glicose. B: 3% de lactose. C: 3% de xilose.

D: 3% de sacarose. E: 3% de maltose. F: 3% de glicerol.

Fonte: Proprio autor.

Os resultados acima evidenciam mais uma vez a sensibilidade do circuito
biossensor. Os niveis de luminescéncia por densidade celular atingidos para glicose
sdo muito elevados, atingindo cerca de 80000 ua/ODgy,, com picos do desvio
superior atingindo até 100000 ua/ODgy,. Valor ndo sé alcangado, mas superado
apenas pelo cultivo de xilose, onde picos de desvio superior atingiram até 110000
ua/OD. Isso destaca um grau de sensibilidade muito elevado para o biossensor na
presenca de glicose e xilose.

Agora, em relagdao a maltose e sacarose os resultados foram intermediarios,
apresentando picos de aproximadamente 40000 ua/ODg, . Isso pode ser explicado
pela estrutura quimica desses dois agucares, ambos dimeros de mais dificil
metabolizagdo e portanto, portanto com maior tempo de resposta e menor impacto
sobre a regulacdo do circuito. E interessante notar que diferentemente da glicose da
xilose que apresentaram um pico unico e agudo, tanto a maltose quanto a sacarose
apresentaram ao menos dois picos mais agudos acompanhados de uma faixa de
estabilidade na luminescéncia emitida durante um periodo de aproximadamente trés
horas antes de declinar. Esse platd pode estar associado ao processo de hidrélise
desses dissacarideos para metabolizagdo e consequente liberagdo de moléculas de
glicose, as quais alimentaram a regulagao do biossensor durante mais tempo devido
a concentragdes mais controladas ao longo do tempo.

Por fim, a andlise das curvas de lactose e glicerol trazem duas fontes de
carbono nao responsivas ao sistema RCC. Como esperado, a emissao de
luminescéncia foi baixa, mesmo apods o ajuste realizado. Ambos os resultados
mostram a sensibilidade e robustez do biossensor, mostrando alto grau de
refinamento na resposta dada a partir das fontes de carbono disponibilizadas.
Contudo, para um teste final, explorado no topico 7, optou-se pela utilizacdo do
glicerol, uma vez que sua resposta € muito semelhante a lactose, mas ele apresenta
a vantagem de promover um crescimento celular mais acentuado, o que reduz os
desvios gerados pelas diferentes densidades celulares, e aumenta a confiabilidade

da resposta. Abaixo, por fim, ha na Tabela 11, uma comparacao da intensidade de
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resposta entre os picos médios de cada fonte de carbono em relagcdo a fonte

padrao: glicose.

Tabela 11 - Comparag¢ao Luminescéncia/OD - Outras Fontes x Glicose.

Fonte de Carbono Pico Médio Glicose/Fonte X
Glicose 7373438 1,00
Lactose 26963 42 273
Xilose 74516,4 0,99

Sacarose 46341 .92 1,59
Maltose 42656,38 1,73
Glicerol 2041725 3,61

L]

Fonte: Proprio autor.
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7. Parte 5 - Caracterizagao das partes e do circuito em Glicose e Glicerol

A etapa final de caracterizagdo do circuito envolveu novos testes, desta vez
em meio Power suplementado com glicose e glicerol, a nova fonte ndo responsiva
ao RCC que substituiu a lactose pela vantagem de apresentar maior adaptabilidade

ao crescimento de B. subtilis.

7.1. Resultados Parte 5 - Caracterizagao em Power com Glicose e Glicerol

A caracterizagdo nao envolveu dessa vez o circuito biossensor, uma vez que
ele ja havia sido caracterizado nos topicos 5 e 6. Dessa vez, o foco foi observar o
comportamento dos promotores, Pveg-cre e Pveg-tetO, além do circuito
intermediario, isto €, pBS4S_Pveg-tetO-RBS/lux-T7TRNAp e das construgdes
Pveg 3Clux e Pveg_3Clux incorreto, as duas ultimas herdadas, como mencionado
na Parte 1 de RIBEIRO, N. V (2020). Como as discrepancias entre as densidades
celulares dos cultivos em glicose e glicerol sdo muito pequenas, optou-se por
apenas expor os resultados diretos, sem ajustes no formato Luminescéncia/OD. Os

dados estédo na Figura 19, abaixo.

Figura 19 - Caracteriza¢do dos promotores e demais circuitos em glicose e glicerol.
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I pBS4S_Pveg-1etO-RBS/ux-T7RNAp - J pBS4S_Pveg-1et0-RBS/ux-TTRNAp -
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Caracterizagdo dos promotores e circuitos parciais em Power suplementado com 1% de glicose e
glicerol. A: curvas de densidade celular e emissdo de luminescéncia para a linhagem de B. subtilis
contendo o plasmideo Pveg_3Clux em meio Power suplementado com 1% de glicose. B: idem em
meio Power suplementado com 1% de glicerol. C: curvas de densidade celular e emisséo de
luminescéncia para a linhagem de B. subtilis contendo o plasmideo Pveg 3Clux incorreto em meio
Power suplementado com 1% de glicose. D: idem em meio Power suplementado com 1% de glicerol.
E: curvas de densidade celular e emissdo de luminescéncia para a linhagem de B. subtilis contendo
o plasmideo pBS3Clux_Pveg-tetO em meio Power suplementado com 1% de glicose. F: idem em
meio Power suplementado com 1% de glicerol. G: curvas de densidade celular e emisséo de
luminescéncia para a linhagem de B. subtilis contendo o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre em meio
Power suplementado com 1% de glicose. H: idem em meio Power suplementado com 1% de glicerol.
I: curvas de densidade celular e emissdo de luminescéncia para a linhagem de B. subtilis PT7lux
contendo o plasmideo pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7RNAp em meio Power suplementado com 1%

de glicose. J: idem em meio Power suplementado com 1% de glicerol.

Fonte: Proprio autor.

Os resultados acima mostram pontos positivos e negativos a serem
debatidos. Tratando inicialmente dos positivos, ambas as caracterizagdes das
construgcdes Pveg_3Clux e da homologa incorreta comportaram-se como esperado.
Fortissima emissao para glicose e glicerol na construgao correta, com a glicose por
ser a fonte de carbono preferencial tendo uma emissdo de Iluminescéncia
aproximadamente trés vezes maior que a observada para o glicerol, exatamente
como esperado.

Ponto interessante para destaque e comparagdo € a magnitude dessa
emissdo em Power comparada a emissdo em LB. Como mostrado na Parte 1, a
expressao desse circuito em LB atingiu uma emissao de aproximadamente 2 a 2,5

x10° tanto para glicose quanto para lactose. Dessa vez, a emissdo manteve-se na
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mesma faixa para o glicerol, mas houve um descolamento forte observado no cultivo
com glicose, tendo a emiss&o atingido patamares trés vezes mais altos, em torno de
6 x10°.

Aqui cabe um adendo, pois isso provavelmente € explicado pelo meio Power
ser mais rico em nutrientes, favorecendo a expressdo do circuito. Houve
discrepéancias consideraveis entre os crescimentos celulares de glicose deste para o
primeiro teste de caracterizacdo, uma vez que apesar da emissao de luminescéncia
ter sido significativamente mais alta, a densidade celular maxima foi cerca de 25%
menor. Essa comparagcdo nao pode ser feita para o glicerol, uma vez que nao
existem resultados de cultivos de LB suplementado com glicerol, mas em uma
comparagao superficial com a lactose, os resultados s&o aproximados para todos os
circuitos testados. A redugcdo do crescimento para os cultivos com glicose foi
observada nas demais estruturas e circuitos testados. E provavel, de algum modo,
que o meio Power estimule a expressdo do circuito, com algum prejuizo ao
crescimento celular dos cultivos, mas isso carece de mais estudos.

Voltando a analise dos resultados de luminescéncia, nao ha nada de novo
para destacar sobre a construcdo Pveg 3Clux incorreta, uma vez que pelas
inconsisténcias ja mencionadas de sua sequéncia, n&o era esperada emissédo de
luminescéncia.

Em relagdo ao promotor Pveg-tetO, os resultados corroboram a
confiabilidade, sensibilidade e robustez da estrutura desenvolvida, uma vez que
houve resposta positiva para a emissao de luminescéncia tanto para glicose, quanto
para lactose. Curiosamente, o resultado obtido para Power com glicose ¢é inferior ao
registrado em LB com glicose, cerca de 41%, resultado talvez explicado pela menor
densidade celular registrada. O ponto negativo desse resultado fica a cargo da
luminescéncia registrada em Power e glicerol, que foi equivalente a registrada no
cultivo com glicose, muito diferente do observado com a lactose na Parte 1.

Os pontos de maior problema nessa etapa ficam para as caracterizacdes do
promotor Pveg-cre e do circuito ndo regulado pBS4S Pveg-tetO-RBS/ux-T7RNAp.
No primeiro caso, ndo houve inversao do sinal, como era de se esperar nesse
cultivo, ou seja, maior emissdo de luminescéncia no cultivo com glicerol em
comparagao ao cultivo com glicose. Apesar de haver crescimento celular
consideravel, nem mesmo o cultivo do promotor Pveg-cre em glicose comportou-se

como esperado, resultado onde havia certa expectativa de resposta positiva pela
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caracterizagcdo deste promotor em LB. Esse dado, somado ao resultado pifio de
emissdo de luminescéncia em Power e glicerol, induz a hipotese de contaminagao
deste cultivo como explicacdo mais plausivel para o resultado obtido.

Por fim, em relagdo ao circuito pBS4S_ Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp, o0s
resultados para ambos os cultivos, foram aquém do esperado, com emissédo de
luminescéncia baixa em ambos, quando a expectativa era de emissao contundente
nas duas situagbes em razdo da auséncia da regulagéo via promotor Pveg-cre. No
resultado de Power com glicose ainda é possivel verificar um platd de emissao
durante boa parte do cultivo, o que tende a indicar emissdo constante, mesmo que
em baixa magnitude. O resultado em glicerol ndo é aproveitavel. Talvez essa
situacdo seja decorrente do baixo crescimento celular de ambos os cultivos, os
quais nao superaram a ordem de 0.5, muito abaixo do comumente esperado para
essas fontes. Nao houve tempo habil para refazer esses cultivos.

Ainda assim, esses resultados problematicos na caracterizagdo das partes
em Power e especificamente em Power e glicerol ndo representam um problema a
boa avaliagdo do que aqui foi apresentado. Os promotores foram bem
caracterizados em LB e mostraram-se em diversos testes robustos, sensiveis e
confiaveis. Além disso, o mais importante, o circuito biossensor montado a partir
desses dois promotores comporta-se como esperado para todas as fontes de

carbono testadas, sendo também altamente sensivel e robusto.
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8. Conclusao

O presente trabalho é um avanco significativo em varias frentes. O sucesso
alcangado ao longo do seu desenvolvimento impactara positivamente projetos
futuros do laboratério onde foi desenvolvido no curto prazo, mas também representa
um avango importante para a literatura associada como um todo.

Inicialmente, é importante destacar o sucesso da montagem de dois novos
promotores totalmente novos para compor a toolbox de partes bioldgicas para B.
subtilis. Tanto o promotor Pveg-cre, quanto o Pveg-tetO sdo os primeiros desse
formato. Uma busca pela literatura trouxe dificuldades em obter comparacdes a
serem apresentadas para este trabalho, pois como exemplificado no capitulo de
Desenvolvimento deste trabalho, os promotores desenvolvidos para aplicagao em B.
subtilis nao apresentam variagdes significativas e controles sofisticados de
regulagdo metabdlica.

O uso das palavras chave “B. subtilis”; “Pveg”; “TetR”; “tetO” e “cre” de modo
associado em plataformas de busca especializadas retornou poucos resultados
aproveitaveis. O que se descobriu é que apesar do promotor Pveg (HAWKINS et al.,
2020), do sitio operador tetO e do gene de repressao da proteina TetR (KAMIONKA,;
BERTRAM; HILLEN, 2005; FU et al., 2022) ja terem sido utilizados separadamente
em B. subtilis, eles nunca foram utilizados juntos em uma mesma construgao.
Tampouco foram encontradas informacgdes relevantes sobre a utilizacdo do sitio cre
em associagao ao promotor Pveg.

Isso permite afirmar que os promotores desenvolvidos neste trabalho sao os
primeiros do tipo para aplicagao em B. subtilis. Eles possuem graus de sofisticagcao
de controle metabdlico elevados e inovadores. Os resultados obtidos nos testes de
funcionalidade mostram ainda que sao altamente sensiveis, de resposta robusta e
adaptaveis para o uso em sistemas mais complexos e elaborados, prova disso, o
funcionamento do circuito biossensor construido utilizando ambos os promotores
concomitantemente.

Representam ainda um avancgo importante ndo sé na expansao da toolbox de
B. subtilis, mas contribuem para tornar essa bactéria em um chassi mais
interessante para aplicagdes farmacéuticas. Por ser uma bactéria gram-positiva, o

B. subtilis apresenta facilidade em exportar moléculas de interesse através de sua
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membrana celular, mais fina que a de bactérias gram-negativas como a E. coli. Esta
caracteristica natural somada a crescente toolbox para a bactéria a transformaram
em um chassi mais utilizado nos ultimos anos, contudo, a auséncia de partes
biolégicas mais sofisticadas e metabolicamente reguladas ainda inviabiliza a
utilizagdo do B. subtilis como chassi de produtos mais complexos que necessitam
de um processo mais elaborado de producéo, nesse caso especifico na industria
farmacéutica.

Este trabalho contribui enormemente para reduzir esse déficit e promove o B.
subtilis como um chassi potencial para novas aplicagdes na area, e mais do que
isso, os resultados do biossensor mostram que o B. subtilis possui amplo potencial
de ser aplicado como probidtico. Muitos estudos ainda precisam ser feitos para que
esse potencial seja verdadeiramente desbloqueado e o circuito ainda precisa ser
melhor caracterizado antes das novas etapas de desenvolvimento de um probidtico
capaz de identificar e eventualmente tratar doencas associadas ao excesso de
agucar no organismo, como o diabetes.

O primeiro passo nesse sentido foi dado nesse e os resultados promissores
obtidos aqui indicam potencial animador para os préximos anos de desenvolvimento

em todas as areas impactadas nesse trabalho.
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10.APENDICES

APENDICE A - Lista de linhagens construidas

Plasmideo Chassi Descrigio Resisténcia
Plasmideo pSE1C3 contendo a parte
pSB1C3_TetR (BBa_P0440) E coli Topi0  BBa_P0440: RES forte (B0034) + TetR-LVA Cloranfenicol

pBS3Clux

pBSAaClux_Pveg-tetO

pSB1C3_Pveg-cre_TetR

pBS3Clux_Pveg-cre

pBS3Clux_Pveg-cre

pBS3CIux_Pveg-tetO

pBS4S_Pveg-tefO-T7TRNAp

pT73CIux

pT73CIux

pBS4s_Pveg-cre-TetR_Pveg-fefO-
T7TRNAp

pBSds_Pveg-cre-TetR_Pveg-fefO-
T7RNAp

pBS4s_Pveg-cre-TetR_Pveg-tefO-
T7RNAp

Continua

E. coli Top10

E. coll Top10

E. coli Top10

E. coll Top10

B. subtilis 168

B. subtilis 168

E. coli JM109

E. coli Top10

E. subtilis 168

E. coli Top10

E. coli JM109

B. subtilis 168

+ double terminator

BGSC no. ECE261. Shuttle-Vector para
integlag&o ne locus sach de B. subtilis
contendo operon luxAEBCDE para
bioluminescéncia

Plasmideo 3Clux com o promotor Pveg-tetQ
(corgido: tetd downstream ac Pveg).
Apresenta alta luminescéncia em E. coli.

Parte do circuito regulatério de conftrole por
glicose. Contém a proteina repressora TetR
sob o controle do promotor Pveg-cre,
responsivo a glicose.

pES3CIux contende genes lux scb controle
do promotor Pveg-cre cerrigido

pBES3CIux contendo genes lux sob controle
do promotor Pveg-cre corrigido integrado ac
Cromossomo no /ocus sacA

E. subtilis::Pveg-tetO-lux = Pveg-tetO-lux
Operon integrado no locus sach

Plasmideo pB545S com o gene da T7 RNA
polimerase sob o conirole do promoter Pveg-
tetO, regulado pela proteina repressora TetR.

Plasmideo pSB3CIux com o operon lux sob
controle de promotor T7.

Plasmideo pSB3Clux com o operon lux sob
controle do promotar T7.

pB545 com o gene da T7 RNA polimerase
sob o confrole do promoter Pveg-tetO,
regulado pela proteina repressora TetR, que
& controlada por glicose.

pB545 com o gene da T7 RMA polimerase
500 0 confrole do promoter Pveg-tetQ,
regulado pela proteina repressora TetR, que
& controlada por glicose.

B. subtilis::Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-
TTRMAp = sistema de controle por glicose da
TetR e da TPRMAp integrade ao locus thrC

Ampicilina, Cloranfenicol

Ampicilina

Cloranfenicol

Ampicilina

Cloranfenicol

Cloranfenicol

Ampicilina

Ampicilina

Cloranfenicol

Ampicilina

Ampicilina

Espectiomicina



Continuacgao

pBS4s_Pveg-cre-TetR_Pveg-tetO-
TTRNAp

pBS4S_Pveg-tetO-TTRNAp

pBS4S_TTRNAp

pBS45_Pveg-fetO-RBS/ux-TTRNAp

pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-TTRNAP

pB345_Pveg-tetO-RBS/ux-
TFRNAp_Pveg-cre-TelR

pBS45_Pveg-tetO-RBS/ux-
T7RNAp_Pveg-cre-TetR

pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-
T7RNAp_Pveg-cre-TetR

B. subtilis
PT7iux

B. subtilis
PT7iux

E. coli JM108

E. coli JM109

B. subtilis
PT7iux

E. colf JM109

B. subtilis
PT7iux

B. subfilis 168

B. subfilis.-PT7V-lux Pveg-cre-TetR Pveg-
tet0O-TTRNAp = sistema de controle por
glicose da TetR e da TTRMNAp integrado ao
locus thrC, resultando em expressdo do
Operon lux

Plasmidec pBES45S com ¢ gene para produgio
de T7 RMA Polimerase em Bacillus subdilis,
sob o confrole do promotor Pveg-tetO,
constitutivo na auséncia da proteina
repressora TetR.

Plazmideo pES45 contendo o gene da T7
RMA polimerase + terminador rmmb.

Plasmideo pB545 contendo RES (lux)
anterior ac gene da TTRMAp

Plasmideo pB545 com o gene da T7 RNA
polimerase sobr o confrole do promoter Pveg-
fet0 + RBS (lux) integrado ao cromossomo e

a0 operon lux

pB5453 com o gene da T7 RNA polimerase
sob o confrole do promotor Pveg-tetO,
regulado pela proteina repressora TetR, que
& controlada por glicose.

E. subtilis: PT7-lux:: Pveg-tetd RBS(lux)-
T7RNApPveqg-cre-TetR = sistema de controle
por glicoze da TetR e da TTRNAp integrado
ao locus thrC, resultando em expressio do
Operon lux

B. subfilis: . Pveq-tet0 RES(lux)-
T7RNApPveq-cre-TetR = sistema de controle
por glicose da TetR e da TTRNAp integrado
ao locus thrC, resultando em expressdo do
Operon lux

Cloranfenicol e Espectiomicina

Cloranfenicol e Espectiomicina

Ampicilina

Ampicilina

Cloranfenicol e Espectiomicina

Ampicilina

Cloranfenicol e Espectiomicina

Cloranfenicol e Espectiomicina
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APENDICE B - Mapa de plasmideos

B3 prefix
BBS BicBrick Prafix ]
cat (Chloranphenicol R) i .
1197 (mlangerine), rrn8 T1_terminator
pBRrevBam_primer BioBrick Suffix
saca(front)

REB322 origin

pSB1C3-TetR (BBa_P044@)

pBS3Clux

l\ ﬁ
2910 bp 11789 bp
et Al
>
r
ADRE_Rromotsr
RGEX 3 priner —»%

BioBrick Prefix
cat (Chloranphenicol R) B8 prefix
-35

-1

()
pBRrevBam_primer tetO site PGEX_3_primer
R8BS RO

V Ampf_pronoter

B8 suffix

4, "
pBS3Clux_Pveg-tet0 pBS3Clux_Pveg-cre .
18775 bp 16777 bp
+1
~
GEX_3_primer | /

BB suffix
cre site amyE
cre site amyE cat {Chloranphenicol R)
-1
=35 BB prefix
Fveg
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BB prefix,-35,-10,cre site amyE
/ cre site amyE

PGEX_3_primer

— /rmter
L :-: N/
4
4

Pveg_3Clux .
10767 bp

pSB1C3+Pveg-cre+TetR
3055 bp

— 41
TE term
BB sufix

BB suffix
RBS RO “cat (Chloranphenicol R)
-1
BB prefix
thrC' DS B8 prefix
cat_(Chloranphenicol R) IZ_pronoter ) . = 0
. BioBrick suffix :
\ hom_cDS = itetd site

pBRrevBam primer

sacA(front)

RER322 origin -

pT73Clux pBS4S-Pveg-tet0-T7RNAP

18676 bp

7449 bp

Ampicillin Ampicillin ori approx. C0S
AmpR_promoter
REEX 3 primer —
LhrB CDS ronb term



82

10, . . £ RES hon CDS
b term TE term ™

pBs4S-T7RNApol

pBS45_Pveg-cre-TetR_Pveg-tet0-T7RNAP
ari amarex. COS fass b 7306 bp

\

DS
BBs thrc Cps
s ﬂﬁ_ _BE prefix
/ Bvee hem_cDS — -3
bom CDS J / 35 " oo
| 10 ST

pBS45+Pveg-tet0-RBS( lux)-T7RNAp_Pveg-cre_TetR
B468 bp

pBS4S_Pveg-tet0-RBS(lux)-TTRNAp

1~

7475 bp
thrB s ~ronb term+2
_ Pveg,-35
\ Mere site amyE
cre site amyE
thrB C0S e
- BB suffix — —
thrC cps B8 sufix _— “rrnb term

TE term



APENDICE C - Oligos usados
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Oligo

Sequéncia §' - ¥

Tm °C

BBprefix_fw

BBsuffix_rv

luxA(seq)_rev)

Pveg-cre(amyE)
forward

Pveg-cre(amyE)
reverse

Pveg-tetO-RES(lux) fw

Pveg-tetO-RBS(lux) rv

ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG

CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG

GCTGTGGGAAGAACAATAGC

AGTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGAATTITTGT

CAAAMATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGTTG

ATACCGGTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTC
GTGTTGTAC

ATATCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATAAATGTAA

GCGTTAACAAAATTGTAAGCGTTAACAAAMATACAT

TTATTGTACAACACGAGCCCATTTTTGTCAAATAA
AATTTAACC

ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGAATTTTGT

CAALMATAATTTTATTGACAACGTCTTATTAACGTTG

ATACCGGTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTC
GTGTTGTACAATAAATGTACTCTATC

CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAGTATCCTCCTGT
CGACCTTACTAGGACACCTTGCCCTTTTTTGCCG
GAACTCTATCAATGATAGAGTACATTTATTGTACA

ACACGAGC

61.3

B66.7

55

67.8

67.8

70

75
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APENDICE D - Géis de eletroforeses

a)

b)

Ligacao pBS3Clux_Pveg-cre-TetR: o gel representado na figura mostra
duas bandas: uma menor de de aproximadamente 150 pb que representa
apenas parte do promotor Pveg, enquanto a outra, positiva, com
aproximadamente 300 pb mostra uma PCR bem sucedida em uma regiado
que contempla promotor Pveg com dois sitios cre e parte do inicio do gene

de sintese da TetR.

Lk
1

PCR de colénia da clonagem da construgao pBS3Clux_Pveg-cre-TetR
em B. subtilis: A PCR abaixo é semelhante a anterior, tratando-se da
transformacgao do B. subtilis com o plasmideo pBS3Clux_Pveg-cre-TetR, cuja

construcao foi confirmada em E. coli na figura “a”. Ha apenas uma banda

positiva.

ey e
Confirmagao pT73Clux - Time HIFI e Taq Polimerase: a figura representa a
PCR de colbnia realizada para confirmacdo da transformacgao do B. subtilis

com o plasmideo pT73Clux. A banda de 410 pb representa a transformacao

bem sucedida. Foram usadas duas enzimas DNApolimerase, a Time HIFl e a
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Taq pois nesse momento havia problemas sucessivos de PCRs no laboratério

e havia suspeita de que as enzimas pudesses estar com algum problema.

Oligos RBS/ux: a figura abaixo mostra o resultado do anelamento dos oligos
complementares usados na montagem do promotor Pveg-tetO-RBS/ux. Um
banda de 212 pb seria positivo do anelamento. A amostra positiva foi
colocada em outro gel sem a presenga de brometo, recortada e purificada

para uso.
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d) Confirmagao ligagcao Pveg-tetO-RBS/ux no pBS4S_T7RNAp: a figura

representa a confirmacado da ligacdo do inserto Pveg-tetO-RBS/ux no
plasmideo pBS4S_T7RNAp. As duas bandas préximas de aproximadamente
4000 e 3000 pb foram geradas pela digestdo do inserto com a enzima Sall,
com dois sitios de restricdo no plasmideo, sendo o segundo, justamente no

inserto adicionado.

e) Confirmacao pBS4S_Pveg-tetO-T7TRNAp_Pveg-cre-TetR: PCR

confirmando a ligagdo do inserto Pveg-cre-TetR no plasmideo
pBS4S_ Pveg-tetO-RBS/ux-T7RNAp. Digerido novamente com a enzima Sall,
dessa vez com duas bandas (em caso positivo), de aproximadamente 5000 e

3000 pb, havendo 4 positivas na imagem.



87

il

' "‘_v-lu[nql

y
i

1 g isad

f) Biosensor completo: Transformagdo do B. subtilis com o plasmideo
pBS4S_Pveg-tetO-RBS/ux-T7TRNAp_Pveg-cre-TetR.




11. ANEXO

ANEXO A - Reagdes e Meios

Anelamento dos oligos

1.

Diluir os oligos para 10 uM (prepare 50 uL em um eppendorf). Um tubo
para o forward outro para o reverse;

Em outro tubo misture: 40 uL do forward + 40 ul do reverse + 20 ul de
tampao de eluicado do kit de extracdo da Promega®;

Coloque o tubo da etapa 2 no termobloco a 98°C (ligue antes para
aquecer). Deixe por 10 min;

Desligue o termobloco e espere baixar a temperatura até ~40°C. Tire o
tubo do bloco e deixe na bancada até equilibrar com a temperatura
ambiente;

Quantificar.

PCR de preenchimento - TIME HiFi DNA polimerase

1.

Preparar o termociclador:

Duas etapas;

103°C para a tampa;
72°C por 40 min;
15°C por 5 min;

Colocar em pausa até terminar de montar a reacéo.

Preparar tudo no gelo - Em um microtubo de PCR (200 ulL) adicionar:

10 pl Tampéao TIME 5x

1l dNTPs 10mM (alicota no tubinho de 200 ul)
10 pl Oligos anelados

28.5 pl de H20 mili-Q

0.5 pl TIME DNA pol.

88
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3. Terminado de montar a reacgao, agite suavemente batendo com o dedo no

fundo do tubo por 3x. Coloque no termociclador.

Digestao de plasmideo (volume = 30 ul)

1. Montagem da reagéao

e 3 ul de Fast Digest Buffer 10X;

e X ul de plasmideo (~800 ng);

e X ul de enzimas (1 ul de cada)

e 1 ul FastAP;

e X ul Agua mili-Q (completar para 30 ul).

2. Incubar a Y°C e fazer Reagao Overnight (~18h).

Digestao oligos (volume = 20 ul)

1. Montagem da reagao

e 2 ul de Fast Digest Buffer 10X;
e X ul de oligos (1000 ng) extendidos e purificados;
e X ul de enzimas (1 ul de cada)

e X ul de Agua mili-Q (completar para 20 ul).

2. Incubar a X°C e fazer Reacgao por Xh.

Reacéao de Ligagao — T4 DNA Ligase (volume final = 10 ul)

1. Montagem da reagéao

1 ul de 10X T4 DNA ligase buffer;

e Xul (20 ng) de plasmideo;

e Xul (1:100) de inserto (oligos anelados e digeridos);
e 0.5 ul de T4 DNA ligase;

e X ul de Agua mili-Q (para 10 ul).



2.

Incubar a reagao por 1 hora a 22°C.

PCR de colénia — Taq Polimerase (Cellco®) (volume = 50 ul)

1.

Montagem da reacéao

5 ul de 10X Taq Reaction Buffer;

1 ul de 10 mM dNTPs;

1 ul de 10 uM oligo forward (BBprefix_fw);

1 ul de 10 uM de oligo reverse (Seq_tetR_fw);
1 colbnia isolada;

0.5 ul de Taq DNA polimerase;

39.5 ul de Agua mili-Q.

. Reacao no termociclador

Desnaturagao inicial 95 °C 1 min 1X
Desnaturacgao 95 °C 30s

Hibridizacao* 55°C 30s 30X
Elongacao™* 72 °C X min

Elongacao final 72 °C 2 min 1X

* determinada pelos oligos utilizados

1 min‘kb

Transformacgao E. coli Top10

1.

Colocar E. coli competente no gelo e esperar derreter (caso esteja no
-80°C). Para cada transformacao sdo usados 50yuL, pegue quantidade

suficiente para as transformacgdes e controles.

Obs. Trabalhe sempre no gelo com as células competentes.

2.

Adicione 20-50 pg de plasmideo intacto ou 50-100 ug de reagao de

ligac&do a 50uL de células competentes.
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Incube no gelo por 30 min.

4. Choque-térmico: coloque a mistura célula + DNA em banho-maria a 42°C
por 30 segundos e imediatamente transfira as células para o gelo e incube
por 2 min.

5. Adicione 250uL de meio SOC a cada transformacéo e incube por 1h a
37°C e 220 rpm ou mais.

6. Plaquear as células transformadas em meio LB-agar contendo o
antibidtico correto. Espalhar bem a solugao pela placa até secar todo o
liquido. Incubar a 37°C durante a noite (12h a 18h).

Transformacao de B. subtilis 168

1. Descongele o volume necessario de célula competente de B. subtilis 168
em banho-maria a 37°C.
Adicione 250 ul de células competentes a um eppendorf de 1.5 ml estéril.
Adicione 250 ul de meio Spll + EGTA e misture gentilmente.
Adicione x ul de plasmideo (volume para 500 ng).

Incube por 1h30 a 37°C e 220 rpm.

o v s~ W N

Plaquear em placa com LB-agar + antibiético apropriado e deixar crescer
overnight (12-18h).

Sequenciamento

Reacao de Sequenciamento Big Dye Mix *

Componentes Volume Total (20 ul)
Big Dye Mix ** 1,0 ul
Tampéo de Sequenciamento 5X 3,5ul
Primer 2,0 ul (3,2 uM)
Amostra de DNA 2,0 ul (3,2 uM)
Agua Mili-Q autoclavada 11,5 ul

*Componentes fornecidos pela Applied Byosistems

**Big Dye Mix contém: dNTPs; ddNTPs; AmpliTag DNA polimerase; MgCl,; tampao Tris-HCI

Condig¢oes da Reagao




Temperatura Tempo N2 ciclos

96°C 1 minuto 1X
96°C 10 segundos

Temperatura melting primer 5 segundos 25X
60°C 4 minutos
60°C 5 minutos 1X
4°C infinito *E

Meios utilizados

Luria-Bertani (LB — 1L)
1. 10 g de triptona;
2. 5 de extrato de levedura;
3. 10 g de NacCl,
4. Ajustar pH para 7,0 - 7,2.
5. Caso o meio seja solido, adicionar 15 g de agar;
6. Completar volume com agua;
7. Autoclavar.
SOC (1L)
5 g de extrato de levedura;
20 g de triptona;
0,584 g de NaCl,
0.186 g de KCiI;

A w N

5. 2,4 gde MgSOy;

6. Ajustar pH para 7,5;

7. Ap06s autoclavar adicionar 20 ml de solugéo de glicose 20% (w/v).
Spll

1. 200 mlde base T;

2. 2 ml de glicose 50% (v/v);



6.

7.

14 ml de MgSQO4.3H,0 1,2% (w/v);
2 ml de extrato de levedura 10% (w/v);

2 ml de casaminoacidos 1% (w/v);
1 ml de CaCl, 0,1 M;

Fatores de crescimento (se necessario).

Base T (1L)

=

N

3.

4,

2 g de (NH4)2SOy;
18,3 g de K,HPO,4.3H50;
6 gde KH2PO4;

1 g de citrato de sédio.2H50.

Spll + EGTA
1. Adicione 200 ml de Spll com 4 ml de EGTA 0,1 M e pH 8,0;

2.

Congele em aliquotas a - 20°C.

POWER (P/ 1L)

e X gramas de fonte de carbono desejada (p/ x% v/v)

e 1 g/L de Extrato de levedura

e 25 g/L de Nitrato de sddio (NaNO3)

e 0,333 g/L de Fosfato monopotassico (KH2PO4)

e 1g/L de Fosfato dissddico dodecahidratado (Na2HPO4.12H20)
e 0,15 g/L de Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20)
e 7,5 mg/L de Cloreto de calcio (CaCl2)

e 6 mg/L de Sulfato de manganés (MnS0O4.H20)

e 6 mg/L de Sulfato de ferroso (FeS04.7H20)

e Ajustar o pH para 7,0 antes de autoclavar
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