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Resumo

Os métodos de inducdo da expressdo génica disponiveis para a construcdo de
linhagens bacterianas envolvem a adi¢cdo de compostos indutores ao meio de cultura,
0 que € indesejavel para aplicacdes industriais, pois encarece 0 processo produtivo.
Ja a utilizacdo da expressdo constitutiva, alternativa a inducdo, pode ocasionar
estresse metabodlico durante o crescimento celular por conta da sintese intensa e
continua do produto. Para solucionar este problema, séo utilizados sistemas capazes
de monitorar e regular de maneira autbnoma a expressdo génica, baseado no
mecanismo de quorum sensing (QS) bacteriano. Em estudos anteriores, um modelo
funcional de controle e inducdo da expressao génica foi construido em Bacillus
subtilis, podendo ser conectado a sintese de biomoléculas de interesse industrial,
como a riboflavina (vitamina B2). O metabolismo de riboflavina esta diretamente ligado
a acao da enzima RibC, que catalisa a conversao desta vitamina em FMN e FAD nas
células. Deste modo, a funcionalidade do modelo pode ser ampliada pela repressao
génica da producdo de RibC, favorecendo uma maior producéo de riboflavina. O
design do circuito génico que conecta o sistema de autoinducdo a sintese de
riboflavina, bem como as simula¢des in silico do funcionamento foram feitos no
software iBioSim 3.1. Os resultados mostraram que o modelo de indu¢cdo combinado
com a repressao pelo sistema LuxRI leva a um aumento da produgé&o de riboflavina.
Os testes com as linhagens de B. subtilis construidas evidenciaram que o sistema
LuxRI foi capaz de induzir e reprimir a expressdo génica de forma autbnoma e

simultanea, levando a producao de 17,8 mg/L de riboflavina por células.

Palavras-chave: Expressdo génica, quorum sensing, Bacillus subtilis, riboflavina,
RibC.



Abstract

The available methods for induction of gene expression in bacterial strains use
inducing compounds added to the culture medium, which is undesirable for industrial
applications as it increases the production costs. Constitutive expression, an
alternative to induction, can cause metabolic stress during cell growth due to the
intense and continuous synthesis of the product. To solve this problem, systems
capable of sensing and regulating gene expression autonomously, based on bacterial
qguorum sensing (QS) process are used. In previous studies, a functional model for the
control and induction of gene expression has been built in Bacillus subtilis. It has been
demonstrated to control the synthesis of biomolecules of industrial interest, such as
riboflavin (vitamin B2). Riboflavin metabolism is directly linked to the activity of the
enzyme RibC, which catalyzes the conversion of the vitamin into FMN and FAD in the
cells. Therefore, the autoinduction process can be extended to gene repression of ribC,
favoring riboflavin accumulation. The gene circuit design connecting the autoinduction
system to riboflavin synthesis as well as in silico simulations were performed using the
iBioSim 3.1 software. Our results showed that the induction model combined with
repression by the LuxRI system leads to increased riboflavin production. Tests with
engineered B. subtilis strains evidenced that the LuxRI system was able to induce and
repress gene expression autonomously and simultaneously, leading to the production

of 17.8 mg/L of riboflavin per cell.

Keywords: Gene expression, quorum sensing, Bacillus subtilis, riboflavin, RibC.
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1. Introducéo

A bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis & considerada um hospedeiro
atraente para a producdo heteréloga de proteinas. B. subtilis é naturalmente
encontrada no solo e € comumente utilizada como modelo em estudos de genética e
metabolismo celular (TRAN et al.,, 2017). Além disso, por apresentar alta funcéo
secretoria, alta capacidade de producédo, necessidades nutricionais simples e por ser
classificada como um microrganismo geralmente considerado seguro (GRAS -
generally regarded as safe), essa bactéria é tradicionalmente utilizada como uma

biofabrica em processos produtivos de nutracéuticos (GU et al., 2018;LIU et al., 2019).

Apesar de apresentar um grande potencial biotecnoldgico, quando comparado
a outros hospedeiros procariéticos e eucariéticos amplamente utilizados como chassi
em biologia sintética e engenharia metabdlica, como Escherichia coli e
Saccharomyces cerevisiae, a pesquisa com B. subtilis tem sido limitada pela falta de
elementos genéticos reguladores (LIU et al., 2019). Neste sentido, trabalhos recentes
focam no desenvolvimento de caixas de ferramentas de biologia sintética para B.
subtilis, uteis na manipulacdo genética para construcéo de vias sintéticas e circuitos
genéticos (ALTENBUCHNER, 2016; GUIZIOU et al., 2016)

Tradicionalmente, as linhagens de B. subtilis utilizadas na inddstria séo
construidas com promotores constitutivos, que sao as pecas genéticas responsaveis
por iniciar a expressao génica nas ceélulas. Esses promotores ditos constitutivos n&o
necessitam do auxilio de outras moléculas para iniciar a sintese génica e, portanto,
ndo sao regulaveis e exigem alta demanda metabdlica as células durante o
crescimento celular (TRAN et al., 2017). Existem também promotores induziveis que,
em contrapartida, dependem da acado de moléculas externas para acionar a sintese
génica. Estes promotores induziveis sdo pouco utilizados na industria pois, embora
possibilite o controle do processo, sdo mais custosos porque as moléculas indutoras
requeridas geralmente séo caras (KIM et al., 2019) (GUAN et al., 2015).

Pensando nessas limitagBes, alguns estudos tém direcionado esforgos na
busca pelo desenvolvimento de circuitos autbnomos, baseados em sistemas de
guorum sensing (QS), capazes de monitorar e regular a expressao génica de uma via

heter6loga sem a necessidade da intervencdo humana e adicdo de compostos
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indutores ao longo do processo, impondo uma carga metabdlica minima as células
(GUPTA et al., 2017).

O quorum sensing bacteriano € um sistema de comunicacao celular que pode
controlar processos biolégicos por meio de moléculas sinalizadoras especificas, em
algumas espécies (MADIGAN et al., 2016). Esse sistema é responsivo a densidade
populacional local e ativa a expressdo de genes responsaveis, por exemplo, pela

producéo de antibioticos, formacgéo de biofilmes e viruléncia (KIM et al., 2017).

Alguns modelos de autoinducé&o utilizando o sistema de QS foram projetados
com sucesso na bactéria Gram-negativa E. coli. No estudo descrito por Kim et al.
(2017), o sistema LuxRI de QS de Aliivibrio fischeri foi inserido em E. coli para a
regulacéo da producéo de bisaboleno por uma via heterdloga de mevalonato, visando
a producdo de um biocombustivel. Outra aplicacdo do mecanismo também foi
abordada por Soma e Hanai (2015), em que o sistema LuxRI foi desenvolvido em
conjunto com promotores sintéticos para redirecionar o metabolismo bacteriano para
a producéo de isopropanol. Ainda, com foco em engenharia metabdlica de E. coli,
Gupta et al. (2017) utilizou o Esa QS de Pantoea stewartii para o redirecionamento do
fluxo de carbono para a producéo de &cido glucarico e &cido chiquimico, através do
desligamento da expressao génica de vias enddgenas.

Recentemente, o grupo de pesquisa de biologia sintética de Araraquara prop6s
uma estratégia baseada no mecanismo de QS bacteriano para criar um dispositivo
genético capaz de monitorar e ativar a expressao génica de forma autbhoma em B.
subtilis e, posteriormente, conecta-lo a biossintese de moléculas de interesse
industrial, como a riboflavina (vitamina B2) (CORREA et al., 2020).

No estudo proposto pelo grupo, o mecanismo utilizado foi o sistema QS da
bactéria Gram-negativa A. fischeri, que naturalmente regula a emissdo de
bioluminescéncia gerada pelas enzimas codificadas no operon IluxABCDE. Esse
sistema funciona sob a acdo de duas proteinas regulatorias, Luxl e LuxR, e uma
pequena molécula de sinalizagéo capaz de permear a membrana celular, chamada N-
acil-homoserina lactona (AHL) (BOO, A.; AMARO, R. L.; STAN, G., 2021).

O dispositivo criado pelo grupo € composto pelo sistema LuxRI de QS e por um
promotor sintético Plux que é regulado pelas moléculas indutoras do sistema, como
11



ilustrado na figura 1 (CORREA et al., 2020). O mecanismo de funcionamento se da
da seguinte forma: a proteina LuxR recruta a molécula sinalizadora AHL, que é
produzida pela AHL sintetase Luxl e, em seguida, dimeriza para uma forma de
ativador. A transcricdo comeca depois do ativador se ligar a regiao luxbox do promotor
Plux. A concentracdo de AHL aumenta com o crescimento celular, resultando em um
nivel crescente de transcricdo (SAEKI, E. K.; KOBAYASHI, R. K. T.; NAKAZATO, G.,
2020).

Figura 1. Representacdo do funcionamento do dispositivo genético de autoindugéo baseado

no sistema LuxRI de QS de A. fischeri.
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Fonte: proprio autor (2022).

A riboflavina (figura 2) € um composto organico amplamente utilizado por
apresentar propriedades antioxidantes, anticancerigena, por promover o aumento da
imunidade e como aditivo nutricional (DEMUYSER et al., 2020; SU et al., 2020). Esse
composto ndo pode ser sintetizado pelo nosso organismo e deve ser adquirido através
da dieta (WU, X.; ZHA, J.; KOFFAS, M. AG., 2020). A producéo de riboflavina é feita
de forma bem sucedida por fermentacdo microbiana industrial com linhagens
modificadas com a insercédo de multiplas cépias do operon de riboflavina no genoma
e com o0 uso de promotores constitutivos fortes. No entanto, ha esfor¢cos para o
aumento da biossintese, que consistem em: estratégias de engenharia metabdlica

para o direcionamento do fluxo de carbono, superexpressdo e desregulacdo do
12



metabolismo de purinas e o bloqueio da sintese de subprodutos (REVUELTA et al.,
2017; SU et al., 2020).

Figura 2. Estrutura quimica da riboflavina.

Riboflavina

Fonte: adaptado de Wu, X.; Zha, J.; Koffas, M. AG. (2020).

O metabolismo de riboflavina (figura 3) esta diretamente ligado a atividade de
uma enzima bifuncional flavoquinase/ FAD sintetase (RibC), que converte a riboflavina
em flavina mononucleotideo (FMN), e esta em flavina dinucleotideo (FAD) (ZHANG et
al., 2021). A reducéo da atividade desta enzima a 1% em relagéo ao tipo selvagem,
obtida por mutacgéo, resulta em superproducéo de riboflavina (MACK, M.; VAN LOON,
A. P. G. M.; HOHMANN, H. P., 1998).

Na figura 3, os genes ribA, ribB, ribD, ypzK, ribH e ribE codificam as enzimas
responsaveis pela biossintese de riboflavina. Em destaque, o gene ribC codifica a

enzima flavoquinase.
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Figura 3. Rota metabdlica de riboflavina.
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Fonte: adaptado de Wang et al. (2018) e Xu et al. (2015).

Pensando nisso, o sistema LuxRI foi explorado para atuar ndo s6 como um
ativador, mas também como um repressor da expressao génica, tendo como alvo o
gene que codificada a enzima RibC. Para isso, foi utilizada a edicdo génica por
CRISPR-Cas9 para adicionar o sitio de ligacao da proteina reguladora LuxR (luxbox)
a regido promotora do gene-alvo (PribC). Desta forma a interacdo da RNA polimerase
na regido promotora estara impedida quando LuxR-AHL estiver ligado ao luxbox. Com
a expressao de ribC bloqueada, havera uma reducéo drastica na metabolizacdo da
riboflavina produzida apés o inicio da fase exponencial do crescimento celular,
levando a um acumulo do composto sem prejuizo as células. A figura 4 mostra o

design do circuito.
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Figura 4. Circuito genético composto pelo sistema LuxRI de autoinducdo controlando a

sintese de riboflavina (vitamina By).
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Fonte: proprio autor (2022).

Como pode ser observado na figura 4, o sistema é constituido por um médulo
de inducdo e um médulo de resposta. O médulo de inducdo possui 0s componentes
regulatorios do sistema LuxRI com os genes codificadores das proteinas Luxl e LUxR
e seus respectivos promotores. JA o moédulo de resposta consiste no operon
ribDGEABHT (em amarelo) que codifica as proteinas responsaveis pela biossintese
de riboflavina, sob controle de um promotor sintético (Plux), e no promotor PribC
modificado a jusante com o sitio de ligacdo do complexo AHL-LuxR (luxbox). A
dindmica deste sistema se da da seguinte forma: as proteinas reguladoras sao
sintetizadas constitutivamente pelas células, e assim como no sistema LuxRI descrito
anteriormente, o complexo AHL-LUxR atua na inducdo da transcricdo do operon a
partir da regulagdo do promotor sintético. Concomitantemente, AHL-LUxR se liga ao

luxbox e impede a transcri¢cao de ribC pela RNA polimerase.

A partir do exposto, tendo em vista as necessidades de desenvolver uma caixa
de ferramentas de biologia sintética em um chassi com caracteristicas interessantes
como as apresentadas por B. subtilis e ampliar o uso de circuitos autbnomos na
industria biotecnoldgica, o presente trabalho visou aplicar um modelo de autoinducao

na biossintese de riboflavina (vitamina B2) e ampliar seu funcionamento.
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2. Objetivo

Desenhar e simular a dindmica do sistema de autoinducdo LuxRI conectado a
biossintese de riboflavina in silico e construir linhagens de B. subtilis portadoras deste

sistema, ampliando sua funcionalidade.
3. Metodologia

3.1. Simulacao

O design do circuito e as analises in silico foram realizadas no software iBioSim
3.1 (WATANABE et al., 2018). Neste software os circuitos genéticos foram construidos
utilizando sequéncias de banco de dados préprios e de repositérios online, como o
Registry of Standard Biological Parts e o SynBioHub. As simulagdes foram feitas
mimetizando condi¢bes celulares, através de modelo continuo-deterministico,
variando o coeficiente de repressdo (Kr) do complexo AHL-LUxR para avaliar os

efeitos na expressao génica.

3.2. Linhagem bacteriana

Linhagens de E. coli Top 10 e JM109 foram utilizadas nas clonagens para
aumentar o numero de cépias dos plasmideos. A linhagem de B. subtilis KO7 foi
utilizada como chassi. Esta linhagem, assim como muitos outros microrganismos,
possui operon enddégeno responsavel pela producédo de riboflavina e € ausente de
mutagOes induzidas para a biossintese. Além disso, a linhagem KO7 se difere da
linhagem selvagem por possuir delecbes em genes de proteases extracelulares
(GARCIA-MOYANO et al., 2020).

3.3. Amplificacéo por PCR do operon da riboflavina

Oligonucleotideos especificos (tabela 1) foram desenhados para amplificacéo
do operon de riboflavina a partir do DNA gendmico de B. subtilis. As extremidades 3’
e 5 dos oligos foi adicionado o sitio de restricdo da enzima Bsal para realizar o
protocolo Golden Gate Assembly (GGA) de digestéo e ligacao simultaneas do inserto
e do vetor (ENGLER, C.; KANDZIA, R.; MARILLONNET, S., 2008). O operon é
constituido por 5 genes identificados pelas siglas ribDGEABHT, uma sequéncia 5'-

nao traduzida e um terminador de transcri¢ao, totalizando 4.2 kb.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do operon da riboflavina.

Oligo Sequéncia
ribgenes
TCTGGGTCTCGTACTATCGCTATAATAACCAATAAGGACAAATG
(Bsal)_fw
ribgenes
(Bsal) TCTGGGTCTCCAGCGTCTTATCGACAAACACCGTTTG
sal)_rv

A sequéncia sombreada identifica o sitio de reconhecimento da Bsal.

O DNA gendmico de B. subtilis foi extraido e purificado com kit Wizard®
Genomic DNA Purification - Promega. Em seguida, o DNA gendmico foi utilizado como
molde na reag&o de amplificagédo em cadeia polimerase (PCR) em termociclador com
a enzima DNA polimerase de alta fidelidade, conforme as especificacbes dos
componentes e das condi¢cdes de reacdo descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.
O produto gerado foi entdo verificado em eletroforese horizontal em gel de agarose e

purificado com kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System - Promega.

Tabela 2. Componentes da PCR do operon de riboflavina.

Componente Volume (pL)
Agua MiliQ 31,5
Tampao Hifi 5x 10,0
10 uM oligonucleotideo direto 2,5
10 uM oligonucleotideo reverso 2,5
DNA molde (500 ng) 2,0
10 mM dNTPs 1,0
DNA polimerase (Time Hifi ®) 0,5
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Tabela 3. Condicdes da PCR do operon de riboflavina.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagéo Inicial 98 30s
Desnaturacéao 98 05s
30 ciclos Anelamento 50 20 s
Ligacdo 72 4 min
Extenséo 72 6 min
Incubacéao 4 0

3.4. Clonagem do operon sob controle do sistema de autoinducao

O operon da riboflavina foi inserido no plasmideo pBs1C_luxRlhistag_Plux3.2
(figura 5), o qual apresenta origem de replicacdo e gene de resisténcia a ampicilina
para E. coli, assim como sitios de integracédo ao locus amyE e gene de resisténcia a
cloranfenicol para B. subtilis. O plasmideo ja possuia os sitios de restricdo para
clonagem GGA e sistema LuxRl de QS e também o promotor sintético Plux,
desenvolvido previamente para permitir alto nivel de expressédo génica sob controle

da densidade populacional bacteriana.
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Figura 5. Mapa do plasmideo pBs1C_luxRIhistag_Plux3.2.

pBs1C_luxRIhistag_Plux3.2

8638 bp

Legenda: O plasmideo contém origem de replicacdo em E. coli (colE1), sitios de integracéo
ao l6cus amyE para B. subtilis, sistema LuxRI (luxRlhistag) de QS, marca de resisténcia a
ampicilina (ampicillin resistance_bla_CDS) para E. coli e cloranfenicol (cloramphenicol
resistance_cat_CDS) para B. subtilis. Fonte: proprio autor (2022).

As reacdes de digestdo e ligacdo (1:2) das partes foram realizadas em
termociclador seguindo o protocolo GGA utilizando a enzima de restricdo Bsal
(FastDigest- Thermo Scientific™) e a enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific™).
Para fins de controle foi realizada a mesma reacdo ausente do inserto. O inserto
utilizado foi o produto de PCR do operon de riboflavina e o vetor, o plasmideo
pBs1C_luxRIhistag Plux3.2 extraido e purificado com kit PureYield™ Plasmid
Miniprep System - Promega. As especificagcdes dos componentes e das condi¢bes de

reacao estao descritas nas tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4. Componentes da reagdo GGA para a clonagem do operon de riboflavina.

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 15,9
Tampao T4 10x 2,0
pBs1C_luxRlIhistag Plux3.2 (100 ng) 0,6
Produto de PCR (55 ng) 0,5
Bsal 0,5
T4 ligase 0,5

Tabela 5. Condicdes da reacdo GGA para a clonagem do operon de riboflavina.

Temperatura Tempo

Etapa .
(°C) (min)
28 ciclos Ativacdo da enzima de restricdo 37
Ativagédo da DNA ligase 22
Inativacdo da enzima de restricéo 55 15
Inativacao da DNA ligase 85 20
Incubacéo 4 0

Ao término da reacdo, a mistura foi transformada em E. coli Topl0
guimicamente competente por processo padrdao de choque térmico para aumentar o
namero de copias do plasmideo. Em seguida, as células foram plagueadas em meio
Luria-Bertani (LB) (16 g/L triptona; 5 g/L extrato de levedura; 10 g/L NaCl; pH 7,0-7,2)
sélido (acrescido de agar) com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas overnight a 37°C.

As colbnias transformantes foram coletadas, inoculadas em LB liquido em
tubos de ensaio e incubadas a 37°C e 220 rpm overnight. No dia seguinte, foram
submetidas ao processo de extracdo e purificacdo de plasmideos com kit comercial.
Os plasmideos extraidos foram digeridos com a enzima Pstl (FastDigest- Thermo
Scientific™) e submetidos a eletroforese em gel de agarose para confirmacdo da

ligacdo. As amostras de tamanho correto foram sequenciadas para confirmacao da

20



clonagem e as células positivas foram criopreservadas em meio LB acrescido de

glicerol a concentracao final de 20% (v/v).

3.5. Ampliando a funcionalidade do sistema de autoindugéo

Para ampliar a funcionalidade do sistema LuxRlI, o sitio de ligacdo de LuxR
(luxbox) foi inserido a jusante da posicdo -10 do promotor PribC, ao invés da

localizacéo natural a montante do promotor, conforme ilustrado na figura 6.

Figura 6. Esquema da ampliagdo da funcionalidade do sistema LuxRI.

—_
RNApol
Can. sem ribe -
modificagdes
-35 -10

Mod. para
repressao por
Luxrl

Legenda: A parte superior ilustra a configuracao das partes genéticas da sintese de RibC sem
modificacBes. Na parte inferior, as modificacBes feitas, com a insercdo do luxbox a jusante da
regido promotora, impedindo a transcri¢cdo de ribC pela RNA polimerase. Fonte: proprio autor
(2022).

O promotor natural do gene ribC foi modificado pela introduc&o do luxbox por
edicdo génica com CRISPR-Cas9, utilizando sistema desenvolvido por Altenbuchner
(2016). Para isso, 0 RNA guia (gRNA) da enzima Cas9 foi desenhado a partir do
software R-genome Cas designer, a fim de promover um corte especifico na regido
da sequéncia promotora (-35 a -10) do gene ribC. A regido promotora foi determinada
pelo software SoftBerry, a partir do genoma de B. subtilis. Concomitantemente, uma
sequéncia sintética (DNA doador), formada pelo promotor PribC contendo o luxbox,
flanqueado por sequéncias homoélogas de 500 pb, foi desenhada para o reparo da
sequéncia promotora por recombinacdo homadloga.
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3.5.1. Construcéo e amplificacéo das partes genéticas

A sequéncia do gRNA (20 pb) foi adquirida pelo pareamento de dois
oligonucleotideos especificos desenhados, ja contendo extremidades coesivas para a
ligacdo. O pareamento foi realizado em tubos eppendorfs de 1,5 mL com 10 pL de
cada oligo a 100 uM e 80 pL de tampéo de eluicdo (TE). As amostras foram incubadas
em banho seco a 100°C por 10 minutos. Em seguida, o banho seco foi desligado e
aguardou-se até que a temperatura chegasse a 40°C. Entdo, as amostras foram

incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e o DNA foi quantificado.

O DNA doador foi dividido em duas partes, totalizando 1050 pb. As duas partes
do DNA doador foram obtidas através de PCR em termociclador com molde de DNA
gendmico de B. subtilis, utilizando primers especificos desenhados com os sitios de
restricdo das enzimas Bsal e Sfil nas extremidades 3’ e 5, respectivamente. As
sequéncias amplificadas foram verificadas por eletroforese horizontal em gel de

agarose e purificadas com kit comercial especifico.

Na tabela 6 constam os primers utilizados nas reagdes de pareamento do gRNA
e PCR das duas partes da sequéncia homdloga. A tabela 7 descreve os componentes
utilizados nas reacdes de PCR das duas partes da sequéncia homologa e a tabela 8,

as condicdes utilizadas.

Tabela 6. Oligos utilizados na reagéo de pareamento do gRNA e PCR das duas partes do
DNA doador.

Oligo Sequéncia

gRNA(truB_al
vo848)_fw

TACGGCTTGGCGATCTATTTCCCT

gRNA(truB_al
vo848) _rv

AAACAGGGAAATAGATCGCCAAGC

truB(seq.hom.
) (Sfil)_fw AAGGCCAACGAGGCCGTATGATAACCATTGAAGACATTGCCC
— I —
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truB(seq.hom.

)_nt_modifica

do(Bsal)_rv

luxbox_linker
_ribC(Bsal)_f

\W

luxbox_linker
_ribC(Sfil)_rv

TCTGGGTCTCTCTATTGTTCGCTTTTTTGCATCAATACTTTTGC
CGGCTTTAACAGCCCTTTTTTTGCAGGATGAGGGAAATAGATC

GCCAAGCATGTTCCGGATTCAGTAAAGACGGC

GCTAGGTCTCAATAGACCTGTAGGATCGTACAGGTAAAAAAG

GTGACCGTTCTGTGAAGAC

AAGGCCTTATTGGCCTGCTCCGTTAATTTTTCTACCATTGTG

A sequéncia sombreada em cinza identifica o sitio de reconhecimento da Bsal e, em azul, a

enzima Sfil.

Tabela 7. Componentes da PCR das duas partes do DNA doador.

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 33
Tampao Hifi 5x 10
10 uM oligonucleotideo direto 2,5
10 uM oligonucleotideo reverso 2,5
DNA Molde (300 ng) 0,5
10 mM dNTPs 1
DNA polimerase (Time Hifi ®) 0,5
Tabela 8. Condicdes da PCR das duas partes do DNA doador.
Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagéo Inicial 98 30s
Desnaturacéo 98 10s
30 ciclos Anelamento 50 20s
Ligacdo 72 20 s
Extenséo 72 5 min

Incubagao

4
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3.5.2. Clonagem das partes para a edi¢cao génica com CRISPR

O plasmideo utilizado na edicdo com CRISPR foi pJOE8999(cas9) (figura 7)
desenvolvido por Altenbuchner (2016). Este plasmideo O plasmideo contém gene da
enzima Cas9 (cas9) sob controle do promotor sensivel a manose (PmanP), origem de
replicagdo minima (pUC18) e sensivel a temperatura (pE194ts) e gene de resisténcia
a canamicina (kanR) em E. coli e B. subtilis, sitios de restricdo das enzimas Bsal e
Sfil, O plasmideo também possui a sequéncia universal (scaffold) do guia, chamada
SgRNA.

Figura 7. Mapa do plasmideo pJOE8999(cas9).

7451 pb

Fonte: adaptado de Altenbuchner (2016).

Primeiramente, a sequéncia-guia do gRNA foi inserida no plasmideo
pJOEB999(cas9). O plasmideo foi extraido e purificado com kit comercial, seguido da
digestdo com a enzima Bsal (FastDigest- Thermo Scientific™). Para diminuir a
quantidade de falsos positivos apdés a transformacdo, o plasmideo digerido foi
submetido & separacao por eletroforese em gel de agarose. A banda correspondente
ao plasmideo digerido foi submetida a um processo de purificacdo com kit comercial

e 0 DNA foi quantificado.
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A ligacdo (1:150) da sequéncia-guia do gRNA no plasmideo foi realizada com
a enzima T4 DNA ligase em termociclador. Na tabela 9 consta os componentes e na
tabela 10, as condi¢cbes de reagdo. Como controle negativo foi utilizada a mesma
reacao, ausente de sequéncia-guia do gRNA.

Tabela 9. Componentes da reacdo de ligacdo da sequéncia-guia do gRNA no plasmideo
pJOEB999(cas9).

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 7,1
Tampao T4 10x 1,0
pJOEB999(cas9) (20 ng) 1,0
sequéncia-guia do gRNA (11 ng) 0,4
T4 ligase 0,5

Tabela 10. Condi¢cdes da reacdo de ligacdo da sequéncia-guia do gRNA no plasmideo
pJOEB999(cas9).

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Ativacdo da enzima 22 1h

Inativacdo da enzima 65 15 min
Incubacéao 4 0

Apés o termino da reacédo de ligacéo foi realizada a transformacéo em E. coli
Top 10 quimicamente competente pelo protocolo padrdo de choque térmico e
plagueadas em meio LB sdélido com canamicina (50 pg/mL). As col6nias
transformantes foram criopreservadas e a clonagem foi confirmada por

sequenciamento, utilizando primers especificos para a regido do gRNA.

Posteriormente, o plasmideo contendo o gRNA (pJOE8999(cas9) gRNA(truB))
foi utilizado como vetor para a inser¢cdo do DNA doador. Para isso, o plasmideo foi
extraido e purificado com kit comercial, digerido com a enzima Sfil (HF®v2 — NEB) e

purificado a partir de eletroforese em gel de agarose para diminuir falsos positivos.
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As duas partes do DNA doador foram unidas pelo protocolo simplificado de
GGA, utilizando a enzima Bsal (HF®v2 — NEB) para a clivagem e a enzima T4
ligase para unir os fragmentos. Os componentes da reacéo estdo dispostos na
tabela 11, e as condi¢fes na tabela 12.

Tabela 11. Componentes da reacdo GGA para ligacdo das duas partes do DNA doador.

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 16,4
Tampéao T4 10x 2,0
DNA doador 1 (100 ng) 0,3
DNA doador 2 (100 ng) 0,3
Bsal 0,5
T4 ligase 0,5

Tabela 12. Condicdes da reacdo GGA para ligacao das duas partes do DNA doador.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
Ativacao da enzima 37 5
100 ciclos de restricao
Ativacdo da DNA
. 16 5
ligase
Inativacao das enzimas 80 20
Incubacéo 4 0

Uma vez tendo um inserto Unico (1020 pb), foi realizada uma PCR para
aumentar o numero de coOpias para a posterior insercdo no plasmideo. Os
componentes e as condicbes de reacdo utilizadas estdo nas tabelas 13 e 14,
respectivamente. Apds a PCR, o fragmento foi verificado por eletroforese em gel de

agarose, seguido pela purificagdo com kit comercial e quantificagdo do DNA.

26



Tabela 13. Componentes da PCR do DNA doador completo.

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 33,2
Tampao Hifi 5x 10,0
10 uM oligonucleotideo direto 2,5
10 uM oligonucleotideo reverso 2,5
DNA Molde (100 ng) 0,3
10 mM dNTPs 1,0
DNA polimerase (Time Hifi ®) 0,5

Tabela 14. Condigbes da PCR do DNA doador completo.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo Inicial 98 30s
Desnaturacéao 98 10s
30 ciclos Anelamento 64 20s
Ligacdo 72 40 s
Extenséo 72 5 min
Incubacéo 4 0

Em seguida, o DNA doador foi digerido com a enzima Sfil (FastDigest- Thermo
Scientific™), purificado e quantificado. Entdo, o DNA doador foi inserido no plasmideo
por ligacdo (1:3) em termociclador utilizando a enzima T4 DNA ligase, conforme

especificacdes das tabelas 15 e 16.

Tabela 15. Componentes da reacdo de ligagdo do DNA doador no plasmideo
pJOEB999(cas9) gRNA(truB).

Componente Volume (uL)
Agua MiliQ 8,2
Tampao T4 10x 2,0
pJOEB999(cas9) gRNA(truB) (50 ng) 8,3
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DNA doador (21 ng) 0,5
T4 ligase 1,0

Tabela 16. Condicbes da reacdo de ligacdo do DNA doador no plasmideo
pJOE8999(cas9) gRNA(truB).

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Ativagéo da enzima 22 1h
Incubacéo 16 overnight

Por fim, foi realizada a transformacdo em E. coli JM 109 quimicamente
competente por protocolo padrdao de choque térmico e as células foram plaqueadas
em meio LB-agar com canamicina (50 pg/mL). As colbnias transformantes foram
confirmadas por digestdo seguida de eletroforese em gel de agarose e,
posteriormente, por sequenciamento. Entdo, as linhagens positivas foram

criopreservadas.
3.6. Transformacéo de B. subtilis

Os plasmideos construidos e extraidos de E. coli foram transformados em B.
subtilis. A transformacdo seguiu o procedimento Two-step Bacillus subtilis
Transformation Procedure descrito por Bron et al. 1999, baseado na competéncia

natural da bactéria.

A construcdo utilizando o plasmideo pBs1C_luxRlhistag Plux3.2 foi plaqueada
em meio LB-agar com cloranfenicol (5 pg/mL), e a constru¢cdo com pJOE8999(cas9)
em LB-agar com canamicina (5 pg/mL) como marcas de selec¢do. A confirmagéo da

integracao das sequéncias ao genoma foi realizada por sequenciamento.

A construcéo do sistema LuxRI com o operon da riboflavina foi realizada em B.
subtilis KO7, que em seguida, foi utilizada como linhagem hospedeira na edigcéo

génica com CRISPR-Cas9 para a amplificacdo da funcionalidade do sistema.
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3.7. Edicdo génica com CRISPR-Cas9

Para realizar a edicdo génica com CRISPR-Cas9 na linhagem de KO7
contendo o sistema LuxRI e o operon da riboflavina, a transformacéao foi plaqueada
em placas de em meio LB-agar com canamicina (5 pg/mL) e manose (0,2%) para
ativar o promotor e a expressao da enzima Cas9. As placas foram incubadas a 30°C

por dois dias para a edicdo génica.

Em seguida, as coldnias transformantes foram estriadas em meio LB sdlido e
incubadas a 42°C overnight para a fazer com que as células perdessem o plasmideo

e, consequentemente, ndo houvesse mais edicédo pela Cas9.

A verificacdo da perda do plasmideo foi feita estriando as colbnias que
sobreviveram a 42°C em placas com e sem antibiético e incubando a 37°C overnight.
Em seguida, o produto de PCR de colonia foi sequenciado para confirmagao da edigéao

e criopreservadas em meio LB acrescido de glicerol a concentragéo final de 20% (v/v).
3.8. Sequenciamento

Os plasmideos construidos foram confirmados por sequenciamento de Sanger.
Para isso, o material genético foi extraido com kit comercial especifico, purificado e
amplificado por PCR em termociclador com o reagente BigDye® Mix Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific Inc.) contendo dNTPs e DNA polimerase. A

tabela 17 contém os componentes da e a tabela 18, as condi¢cdes da PCR.

Tabela 17. Componentes da PCR para o sequenciamento.

Componente Quantidade
Agua MiliQ (13,5 - x) uL
Tampao de sequenciamento 5X 3,5 uL
DNA (500 ng) X
Primer direto/reverso (3,2 uM) 2,0 uL
BigDye Mix 1,0 pL
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Tabela 18. Condicdes da PCR para o sequenciamento.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo Inicial 96 1min
Desnaturacéao 96 10s
25 ciclos Anelamento TM primer 5s
Ligacao 60 4min
Extenséo 60 5min
Incubacéao 4 0

Apos a PCR, as amostras foram purificadas com o kit BigDye Xterminator
Purification, com 45 pL do reagente SAM e 10 pL de resina. Entédo, foram incubadas
em banho seco a temperatura ambiente por 30min, com agitagdo de 12000 rpm. Em
seguida, as amostras foram submetidas ao sequenciamento no equipamento
SANGER 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e os resultados foram

analisados no software Benchling.

3.9. Crescimento celular e producédo de riboflavina

As linhagens de B. subtilis foram cultivadas em frascos tipo Erlenmeyer (500
mL) preenchidos com 50 mL de Meio Power (1 g/L extrato de levedura, 25 g/L NaNOs,
0.333 g/L, KH2POg4, 1 g/L Na2HPO4-12H:0, 0.15 g/L MgS04-7H20, 7.5 mg/L CaClz, 6
mg/L MnSO4-H20, 6 mg/L, FeSO4 7H20, pH 7.0) acrescido de sacarose 4% (m/v) e
antibiético (5 pg/mL). Uma linhagem de B. subtilis selvagem (B. subtilis 168) foi
utilizada para fins comparativos da producao pela via endégena da vitamina e uma

linhagem com promotor constitutivo forte (Pveg) foi utilizada como controle positivo.

Os cultivos foram feitos em triplicata em incubadora rotativa, mantida a 37°C e
220rpm, e protegidos da luz. O cultivo para o teste de insercdo do operon de
riboflavina durou 9 horas e o teste de ampliacdo da funcionalidade apés edicdo com
CRISPR-Cas9, 48 horas.

Amostras de 1mL foram coletadas periodicamente para determinagcéo do
crescimento celular por densidade 6ptica (600 nm) e da producéo de riboflavina por

fluorescéncia (excitacdo 445nm e emissao 524nm) em leitor de microplacas Tecan
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Infinite 200 Pro (Tecan, Mannedorf, Suica). Para isso, foi utilizada uma placa de 96
pocos, com 200 pL de amostra para a leitura periodica, considerando meio de cultura
como branco. Primeiro foi medida a densidade éptica e, em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12.000xg por 5 min para a sedimentacdo das células e o

sobrenadante foi utilizado para medir a fluorescéncia.

Nos testes de ampliacdo da funcionalidade do sistema apds a edicdo com
CRISPR-Cas9, a riboflavina produzida também foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) conforme Lins et al. (2021). Para isso, primeiro as
amostras foram centrifugadas a 16.000xg por 30 min e o sobrenadante foi recuperado.
Em seguida, foi adicionado acido tricloroacético 1% (v/v) ao sobrenadante, seguido
pela mistura e centrifugacdo 16000xg por 20 minutos para a precipitacdo das
proteinas. Entdo, o sobrenadante foi filtrado com filtro hidrofilico PTFE 0,20 um e
injetado no sistema de HPLC (classe Shimadzu - Shimadzu Scientific Instruments)
para deteccao de riboflavina por absorbancia a 445nm.

O sistema HPLC continha bomba LC-20AD, controlador de sistema CBM-202,
detector fotodiodo SPD-M20A e coluna Poroshell 120 EC-C18 de 50 x 3 mm com
tamanho de particula 2.7 pm (Agilent Technologies). A fase movel a 0,5 mL/min, em
modo isotérmico a 30°C consistia em 82% de solvente com 20 mM de &cido férmico
e 20mM formato de amonio, e 18% de etanol (LINS et al., 2021).

Para determinar a concentragdo de riboflavina produzida, riboflavina pura
comercial (Sigma Aldrich) foi usada como padrdao de calibracdo, preparada
previamente pelo grupo de pesquisa, para fluorescéncia (equacéo 1) e absorbancia
(equacao 2).

Fluorescéncia— 109.31
671.76

[Riboflavina(uM)] =

(equacao 1)

[Riboflavina(uM)] = Absorbzzgif; 72187 (equacdo 2)
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4. Resultados e discussao

4.1. Simulagéo

O circuito genético que conecta a biossintese de riboflavina ao sistema de
autoinducdo LuxRI (figura 4) foi construido in silico como demonstrado na figura 8.
Nestes circuitos os promotores foram representados por losangos vermelhos,
proteinas, compostos e complexos por retangulos azuis e, reacdes de formacédo e
decomposicdo por quadrados roxos. As setas verdes indicam processos de inducéo

da expresséo génica e a linha vermelha, a represséo.

Figura 8. Design do modelo construido no software iBioSim 3.1.

Ml Luxl |
M| RbC |

FIM
AHL

| AHL LR |

Cell ‘_’:_,/L ~
— P32 Riboflavina |
M LuxR |

Legenda: Os promotores foram representados por losangos vermelhos; proteinas, compostos

e complexos por retangulos azuis; reacdes de formacdo e decomposicdo por quadrados

roxos. Fonte: préprio autor (2022).

Apdés a construgcdo do modelo, foram feitas simulacbes para avaliar a
funcionalidade do sistema. Para isso, os componentes foram definidos como internos
as células, uma vez que constituem uma regiao genética (promotores e genes) ou Sao
derivados de reacdes bioquimicas (AHL e FMN). As proteinas regulatérias Luxl e LUxR
iniciaram com uma concentracao diferente de zero, devido a dinamica do sistema de
autoinducdo que promove uma producdo constitutiva desses componentes. Além
disso, foi considerado que todas as biomoléculas sofreriam degradacgéo por conta do

processamento natural das células.

As simulac¢des foram feitas em tempo continuo, sem intervalos, mimetizando o
crescimento celular sem considerar os eventos aleatérios. Afim de analisar o processo

de represséo da expresséao génica de ribC, a constante de represséao (Kr) teve o valor
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variado em 0,05; 0,5 e 5. Os gréficos resultantes das simulacfes estdo representados

na figura 9.

Figura 9. Graficos das simulacdes realizadas do modelo de autoindu¢do conectado a sintese

de riboflavina e represséo da expressao génica de ribC.
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Legenda: As curvas representam a formacéo do complexo AHL-LuxR (azul); da enzima RibC
(verde); da molécula FMN (vermelho) e de riboflavina (amarelo) em mols ao longo do tempo
(s). (A) Kr=0,05; (B) Kr=0,5 e (C) Kr=5. Fonte: proprio autor (2022).
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Os efeitos de inducdo e de repressdo da expressao génica exercidos pelo
complexo AHL-LUxR sé&o evidentes pela analise grafica. Nos trés graficos a producao
da enzima RibC diminuiu com a formacdo do complexo, indicando que houve um
processo de repressdo. Por outro lado, a sintese de riboflavina aumentou quando foi
atingida uma concentracao limiar do complexo em t = 110s, demonstrando o efeito

indutivo do sistema.

by

Em relacdo a constante de repressédo, foi observado nas simulacbes que
guanto maior o valor da constante, maior € a producao de riboflavina. Ou seja, a
represséo da expressao génica da enzima RibC ocasiona uma menor metabolizagéo
da riboflavina. Isso € ilustrado pelas curvas correspondentes nos graficos, em que
houve um decréscimo conjunto de RibC e FMN, e um aumento de riboflavina conforme
o aumento de Kr. Além disso, € valido ressaltar que, em todas as analises, 0
metabdlito FMN é produzido no inicio do crescimento celular (fase lag) e decai na fase
exponencial. Isso assegura que as células terdo menor prejuizo metabdlico durante a
fase de preparacdo para o crescimento da cultura, quando comparado a sistemas de

controle constitutivos.

Desta forma, segundo as simulacdes, o modelo criado se demonstrou capaz
de controlar de forma dindmica a sintese de riboflavina, induzindo a expressao génica
do bioproduto de interesse e, a0 mesmo tempo, reprimindo a producdo da enzima

responsavel pela sua metabolizacdo nas células.

4.2. Clonagem do operon sob controle do sistema de autoinducéao

A amplificacdo do operon de riboflavina foi verificada, conforme a imagem do
gel de agarose na figura 10. Nesta figura, o produto de PCR esté& identificado como
“‘PCR Rib”, o qual apresentou banda correspondente ao tamanho da sequéncia do
operon (4,2 kb). Desta forma, o produto de PCR foi considerado correto e foi utilizado

para a insercao no plasmideo.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose para verificagcdo da PCR do operon de riboflavina.

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

Ladder PCR

/. 4000 20
— 3000 20
— 2000 20
—1500 80 16
—1000 25 5
—700 25 5
—500 75 15
—400 25 5
— 300 25 5
—200 25 5
75 25 5

1% agarose

Fonte: proprio autor (2022).

A figura 11 representa a imagem de eletroforese em gel de agarose feita para
a verificacdo da clonagem do operon de riboflavina em E. coli apds as etapas de
transformacao e digestdo do plasmideo com a enzima Pstl (FastDigest- Thermo

Scientific™).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da clonagem em E. coli.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

A B bp ng/0.5 pg %

Ladder 3 C1 C2 C3 C4 Ladder 2 C5 C6 c7

5000 75
4000 20
— 3000 20
— 2000 20

Z 7000 20
/

-
I RS

l
8
8

l

2

8

~

(4

b
oo a1 O

1% agarose

Legenda: (A) Simulagéo da digestdo do plasmideo com o operon (1), sem o operon (2) e
sem operon e o Plux_3.2 (3), utilizando a enzima Pstl. (B) Imagem do gel revelado apés a
digestdo com a enzima Pstl. De C1-C7: amostras de DNA das col6nias transformantes.
Fonte: proprio autor (2022).

Como pode ser observado, as amostras C1-C4 e C7 apresentaram bandas
semelhantes as do controle negativo (nimero 2), evidenciando que o operon nao foi
inserido no plasmideo. Entretanto, as amostras C5 e C6 apresentaram tamanho de
bandas (2936 e 9642pb) correspondentes aos simulados para a construcao positiva.
Deste modo, as respectivas colénias foram preservadas para posterior confirmacéo

por sequenciamento.

O resultado do sequenciamento esta representado na figura 12, na qual a
sequéncia resultante do sequenciador (B4 _HO1 2019 06 12) foi alinhada com a
sequéncia do plasmideo pBsl1C_luxRlIhistag_Plux3.2_Ribgenes construido in silico

para a verificacao.
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Figura 12. Alinhamento entre a sequéncia resultante do sequenciamento e o plasmideo

pBs1C_luxRlIhistag_Plux3.2_Ribgenes construido in silico para a verificagdo da clonagem em

E. coli.

Legenda: A barra cinza indica o alinhamento correto. Fonte: préprio autor (2022).

AAATGGOGGAAACAAAAAAATATGATGCTATTATCACATTGGGCACTGTCATCAGAGGCGCAACGACACATTACGATTATGT-CTGCAATGAAGCTGCAA

E Cparearil
tesplate sequence pAA1C_LuiRINGStAE Flund, 2_ribgents (Golden Gate)

aligned sequence Ba_HO1_2815-86-12

AAGGCATCGCGCAAGCAGCAAACACTACTGETGTACCTGTCATCTTTGGAAT TGTAACAACTGAAAACATCGAACAGGCTATCGAGCGTGCCGRLACAAA

Opercarib
tesplate sequence pBalC_luaRThistag Flaad, 2_ribgenes (Golden Gate)

AAG-CATCGCGD:;(";CLGCAMCACTlCTGGTGTAC-TGTCATCTTTGGAAT =GTAACAACTGAAAACATCGAACAGGCTATCGAGCGTGCCGRCACARA
gned pequence

AGCGGGCAACAAAGGTGTAGATTGTGCTGTTTCTGCCATTGAAATGGCAAAT TTAAACCGCTCATTTGAATAATTTGCTGAAAACAGTTTAAAAATATGG

Opercarib
template sequence pRs1C_LuxRINstag Plend.2_ribgenss (Golden Gate)

AGCGGGCAACAAAGGTGTAGATTGTGCTGTTTCTGCCATTGAAATGGCAAAT TTAAACCGCTCATTTGAATAATTTGCTGAAAACAGTTTAAAAATATGG
aligned sequence B4 218-#6-12

CGARAATGATATAATGT GAGARAACGGATCACCTATTCGTATCCGTTAATAGCAGACTGGACATTTTGGATATAGAGGGGTTTTTATGTTAATTCGTTAT

Gperonrib
template sequence pSs1C_LuRThistag Pluxd,2_ribgeres (Golden Gate)

CGAAMTGATAT.;‘.I;I'.GI.G&G“AA?ACGGATCACCTLTTCGTLTCCGTTMTAGCAGACTGGACATTTTGGATATABAGGGGTTTTTATGTTAATTCGTTAT
ned segance

AAAAAATCGTTTGAAAAGATTGCGATGGGGCTTCTTTCGTT TATGCCGAATGAAAAAGACCTTAAGCAGCTTCAGCAGACAATTAAGGACTACGAAACGG

Operonrib
template sequence pSsiC_LusRihistag Plund. 2ribgenes (Galden Gate)

MMTCGTTTmﬁQTTGCGATGﬁGﬁCTTCTTTCGTTTATGCCGMTGAAMAGACCTTMGCAGCTTCAGCAGACMTTMGGACTACGMCGG

ATACAGACCGCCAGCTCTTTCTTTGGAAAGAGGACGAGGATATCGTCGGAGCAATCGGAGT CCAAAAAAAGGAT TCTGAGGTTGAGATCCGGCATATCAG

H
g
E

template sequence p8s1C_LuxRIhd stag Plund. 2ribperes (Golden Gate)

ATACAGACCGCCAGCTCTTTCTTTGGAAAGAGGACGAGGATATCGTCGGAGCAATCGGAGT CEAAAAAAAGGATTCTGAGGTTGAGATCCGGCATATCAG
aligned sequence B4_HO1_2019-86-12

TGTGAATCCTTCTCATCGCCATCAAGGAATCGGAAAACAGATGATGGATGCTTTAAAGCATTTAT TCAAAACGCAAGTACTGGT TCCAAATGAAT TAACG

Operonrib
tewplate sequence pBs1C_LusRIhi stag.Plund, ribgeres (Golden Gate)

TGTGAATCCTTCTCATCGCCATCAAGGAATCGGAAAACAGATGATGGATGCTTTAAAGCATTTATTCAAAACGCAAGTACTGGT TCCAAATGAATTAACG
aligned sequence B4_H91_2915-86-12

CAGAGCTTTTTCGAACGTTGTCAAGGTCAGCAGGATCAAGACATTTCATACAATAATTAAGCAGAGGCTGTGATCAGTCTCTGCTTTTTTTTCTGLGTTC

Operonrib
template sequence pBs1C_LusRIRistag Pluxd. 2 ribgenes (Golden Gate)

CAGAGCTTTTTCGAACGT TGTCAAGGTCAGCAGGATCAAGACATTTCATACAATAAT TAAGCAGAGGCTGTGATCAGTCTCTGCTTTTTTTTCTGLGTTC
aligned sequence Bi_Hi1_2018-86-12

TATTTCTTTTTCACGTTCACGGATG‘\CGTC&GTCCGATl'.'CCGCMNCGGTGTTTGTCG#TMGACGCTGCMMGGGCMGGTGTCMTTCTCATGTT
Operonrib —

L

i Yector

template sequemce pEsIC_LusRingstag_Plusd. 2_ribgenes (Golden Gate)

TATTTCTTTI'TCACGTTCACGGATGACGTCAGTCCGATCCCGCMACGGTGTTTGTCGATWGACGCTGCAMAMGGGCMGGTGTCMTTCTC&TGTT
Ligred sequence B4 _Z019-96-12

TGACAGCTTATCATCGGCAATAGTTACCCTTATTATCAAGAT AAGAAAGAARAGGATTTTTCGCTACGCTCAAATCCTTTAAAAAAACACAAAAGACCAC
Vector

%
Ll

template sequence pEslC_LusRinistag_Plusd. 2ribgenes (Golden Gate)

TGAD\GCTTATCATCGGCMTAGT

x B4_H_2015

Como a sequéncia do operon € grande para ser sequenciada completamente,

0 sequenciamento foi feito utilizando primers que anelam em cada extremidade do
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vetor para verificar completamente a sequéncia. No entanto, somente uma amostra
com um dos primers foi sequenciada com sucesso. Deste modo, como dois genes do
operon alinharam corretamente (ribH e ribT), a inser¢cdo do operon no plasmideo foi

considerada positiva mesmo ndo sendo possivel avaliar a sequéncia completa.

4.3. Amplificacdo da funcionalidade do sistema utilizando edicdo génica
com CRISPR-Cas9

4.3.1. Construcao e amplificacdo das partes genéticas

A regido promotora de ribC foi determinada pelo software SoftBerry (figura 13).
A partir disso, sequéncias guia foram desenhadas pelo software R-genome Cas
designer (tabela 19). Neste caso, a sequéncia guia selecionada para a edicao foi a de

maior afinidade (score = 80,9).

Figura 13. Resultado da andlise da regido promotora de ribC feita pelo software SoftBerry.

> test seguence
Length of sequence- 176
Threshold for promoters - 0.20
Number of predicted promoters - 1l
Promoter Pos: 97 LDF- 0.79
-10 box at pos €2 CGATCTATT Score 20
-35 box at pos Sile TETACT Score 42
Oligonucleotides from known TF binding sites
For promoter at 97
rpoH3 CRARRRRR at position 103 Score - 2,

Fonte: proprio autor (2022).

Tabela 19. Sequéncias guia determinadas pelo software R-genome Cas designer.

Posicao Fita Sequéncia Score
44 - ATTCAGTAAAGACGGCAATACGG 66,5
48 + ATTGCCGTCTTTACTGAATCCGG 66,1
59 + TACTGAATCCGGAACCTGCTTGG 74,6
67 - ATAGATCGCCAAGCAGGTTCCGG 72,6
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73 - AGGGAAATAGATCGCCAAGCAGG 80,9

91 + TCCCTCATCCTGCAAAAAAAGGG 70,2

Em destaque a sequéncia guia do gRNA selecionada.

Uma vez que a enzima Cas9 cliva o DNA na regiao definida pelo RNA guia, a
maquinaria celular repara o dano a partir de uma sequéncia de homologia. Entéo, foi
desenhado um DNA doador (1020 pb) (figura 14), contendo porcdes do DNA
gendmico de B. subtilis que flanqueiam a regido de edicéo, identificadas pelos genes
truB e ribC. Além disso, foi inserida a sequéncia do luxbox para haver a interacdo com
0os componentes regulatérios LuxR-AHL, e os sitios de restricdo das endonucleases

nas extremidades 5’ e 3’ para o processo de clonagem.

Figura 14. DNA doador completo.

AAGGCCAACGAGGCCGTATGATAACCATTGAAGACATTGCCCTGACAACAGAGATTAAACATCATGGAGAAACCG
Sfil trub

CAAGCTTCCGGTTTACAGTGACTTGCTCCAAAGGGACCTATGTAAGGACGCTGGCGGTCATGATCGGAGAAAAGC

trull

TCGGATATCCGGCCCATATGTCTCATTTAATCCGTACGGCATCCGGAGATTTTTCTCTCGACGAATGCTTTACTT
trul

TTGATGAACTCGAAGCACAGGCCCAATCCGGAACCGTGGAAGAGCATACAGTTCCTATTGAACGTGCGCTCAATC
trul

ATTTGCCGAAATGGATCATAAGTGATACATTAGCTAAGAAAGTAGAAAATGGGGCTTTGCTTGAGACGCCCGAGC
trull

AGTTTTCTGAAATGACAAGTGGAGACCGTATTGCCGTCTTTACTGAATCCGGAACATGCTTGGCGATCTATTTCC

sequéncia ...o do gANA
truB

CTCATCCTGCAAAAAAAGGGCTGTTAAAGCCGGCAAAAGTATTGATGCAAAAAAGCGAACAATAGACCTGTAGGA
truB luxbox e

TCGTACAGGTAAAAAAGGTGACCGTTCTGTGAAGACGATACATATTACACATCCTCATCATTTAATAAAAGAGGA
T Twbox Linker Fibe 1

GCAGGCAAAATCAGTGATGGCGTTAGGTTATTTTGACGGCGTTCATCTCGGGCATCAAAAGGTAATCGGCACAGC
3 TibC

GAAGCAAATAGCCGAAGAAAAAGGTCTGACATTAGCTGTGATGACCTTTCATCCCCATCCTTCTCACGTGTTGGG
ribC

CAGAGATAAGGAACCAAAGGATCTGATTACGCCTCTTGAAGACAAAATAAACCAAATTGAACAATTAGGCACAGA
= 7ibC

AGTTCTGTATGTCGTTAAATTTAATGAAGTGTTTGCTTCTCTTTCTCCTAAGCAGTTTATAGACCAGTATATTA
3 ribC E

CGGCCTTAATGTGCAGCACGCAGTGGCAGGCTTTGACTTTACGTACGGCAAATACGGCAAGGGAACAATGAAGAC
3 ribC 3

CATGCCGGATGATTTAGACGGAAAAGCTGGGTGCACAATGGTAGAAAAATTAACGGAGCAGGCCAATAAGGCCTT
3 ribC SFIT

Fonte: proprio autor (2022).

Na figura 15 estdo representadas as imagens de eletroforese em gel de
agarose realizadas para a verificacdo da amplificacdo das duas partes do DNA doador

e da sequéncia completa ap6s o protocolo simplificado de GGA.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da PCR do DNA doador.

Ladder 1 1 2 2 Ladder

Legenda: (A) PCR das duas partes da sequéncia homdloga (SH1 e SH2) a partir de molde
genbmico e (B) PCR da sequéncia homologa completa (SH) apds o protocolo simplificado de
GGA. Fonte: préprio autor (2022).

As duas partes do DNA doador (1 e 2) possuem 500 e 520 pb, respectivamente.
Sendo assim, a amplificacdo a partir de molde genémico foi bem sucedida, pois as
bandas de ambas as amostras apresentaram o tamanho correto. O mesmo € valido
para a sequéncia completa (SH), com bandas em aproximadamente 1000pb.

4.3.2. Clonagem das partes para a edicdo génica com CRISPR-Cas9

O resultado do sequenciamento da amostra de DNA apds o processo de
clonagem do plasmideo pJOE8999(cas9) com a sequéncia do gRNA em E. coli IM109
esta ilustrado na figura 16. O alinhamento foi feito entre a sequéncia da construgao in
silico pJOE8999(cas9) gRNA(truB) e BFO1_rv, que se refere a sequéncia retornada
pelo sequenciador de uma amostra de PCR com primer especifico de anelamento no

vetor.
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Figura 16. Alinhamento entre a sequéncia resultante do sequenciamento e o plasmideo

pJOE8999(cas9) gRNA(truB) construido in silico para a verificagdo da clonagem em E. coli.

CTAGGGGGGAGGTCGTAGTACCCCCCTATGTTTTCTCCCCTAAATAACCCCAAAAATCTAAGAAAAAAAGACCTCAAAAAGGTCTTTAATTAACATCTCA

3 rep pE194ts
template sequence pJOE8999(cas9) _gRNA(trug)

______________ GTAGTACCCCCCTATGTTTTCTCCCCTAAATAACCCCAAAAATCTAAGAAAAAAAGACCTCAAAAAGGTCTTTAATTAACATCTCA

aligned sequence BF@1 rv

AATTTCGCATTTATTCCAATTTCCTTTTTGCGTGTGATGCGAATTCTTGACCGTGATTAGAGAATTGAGTAAAATGTACCTACGGCTTGGCGATCTATTT

rep pE194ts ZRNA(truB)
template sequence pJOEB9S9(cass) _gRNA(truB)

AATTTCGCATTTATTCCAATTTCCTTTTTGCGTGTGATGCGAATTCTTGACCGTGATTAGAGAATTGAGTAAAATGTACCTACGGCTTGGCGATCTATTT

aligned sequence BF@1_rv

CCCTGTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGT CCGTTATCAACT TGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTACTCCATCTGG

SERNA
template sequence pJOEB999(cas9) _gRNA(truB)

CCCAGTTT----TﬁGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTACTCCATCTGG

aligned sequence BF@l_rv

ATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATCTAAAGCTTAGGCCCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTTTAATACGACTCACTATAGGGTCGA
© 7 oop terminator [ Trpromter =

template sequence pJOEB999(cas9) _gRNA(truB)

Legenda: A barra cinza indica o alinhamento correto. Fonte: proprio autor (2022).

As sequéncias alinhadas (barras cinzas) correspondem a partes que
constituem o vetor, como rep pE194ts, PvanP, sgRNA e promotor T7. A regido de
interesse para a verificacdo da clonagem esté identificada como gRNA(truB) em rosa,
gue corresponde ao inserto inserido. Deste modo, foi considerado que a clonagem foi

bem sucedida.

A verificagdo da clonagem do DNA doador no plasmideo
pJOEB99(cas9) gRNA(truB) em E. coli JM109 por eletroforese em gel de agarose

estd ilustrada na figura 17.
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da clonagem do DNA doador em

E. coli.

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

A ' 2 B 1 2 3 Ladder 4 5 Controle

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

4000 20
— 3000 20
— 2000 20 4
— 1500 80 16
— 1000 25 5
—700 25 5
—500 75 15
—400 25 5
—300 25 5
— 200 25 5

75 25 5

1% agarose

Legenda: (A) Simulagéo da digestao do plasmideo com (1) e sem (2) a sequéncia homdloga,
utilizando as enzimas EcoRI e Pstl. (B) Imagem do gel revelado apés a digestdo com enzimas
EcoRlI e Pstl. De 1-5: amostras de DNA das coldnias transformantes. Fonte: préprio autor
(2022).

Como pode ser observado, todas as amostras testadas apresentaram bandas
diferentes do controle negativo (3247 e 3089pb), com tamanho semelhante ao
esperado pela simulacdo (4107 e 3247pb). Desta forma, as colbonias foram

consideradas positivas e duas destas foram selecionadas para o sequenciamento.

O resultado do sequenciamento esta representado na figura 18, o qual consiste
no alinhamento entre a construcao in silico pJOE899(cas9)
gRNA(truB)_seq_homologa(truB_luxbox_ribC) e a sequéncia resultante do
sequenciamento de uma amostra de PCR com primer especifico para a por¢ao (A)

inicial (primer direto) e (B) final (primer reverso). do DNA doador.
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Figura 18. Alinhamento entre a sequéncia resultante do sequenciamento e o plasmideo
pJOEB999(cas9) gRNA(truB)_seq_homologa(truB_luxbox_ribC) construido in silico para a

verificagdo da clonagem em E. coli.

GCCGTATGATAACCATTGAAGACATTGCCCTGACAACAGAGATTAAACATCATGGAGAAACCGCAAGCTTCCGGT TTACAGTGACT TGCTCCAAAGGGAC
Seq_hosdlaga(trul_lusbex_ribC) 53
M-I-IRI sequence _EFNA(EruBl)_seq Busbas_ribC)

TTAAAACAGTAGATTAACATCATGGAGAAACCGCAAGCTTCCGGT TTACAGTGACTTGCTCCAAAGGGAC

aligred sequence BFOS

CTATGTMGGACGCTGGCGGTC&TGATCG(U\GAM&GCTCGG#TATCCGGCCCJ\TATGTCTCATTTMTCCGTACGGCATCCGGAGATTWTCTCTCGAC
3 Seq_homdloga(trull_luxbax_ribC) 5
template sequence pICEASSY(cass)_gRNA{LruE)_seq_homaloga(trul lusbox_ribC)

CTATGTMGG&C?ICTGGCCGTCATGATCGGAGMAAGCTCGGATATCOGGCCCATATGTCTCATTTMTCCGTACGGCATCCGGAGATTTTTCTCTCGAC
sequence B4

aligred

GAATGCTTTACTTTTCv\TGMC’TCGA.AGCACAGGCCCMTCO'SGAACCGTGGMGAGCATACAGTTCCTATTGAACGTGCGCTCAATCAWTGCCGAAAT
» Seq_homdloga{trul_luxbox_ribC) 4
remplate sequence _ERNA{LruB)_seq | Lusbas_ribC)

GMI‘!'"G_C‘T 'I'TACTLUGATGMCTCGA&GCACAGGCCCAATCCGGAACOGTGGMGAGCAT.&C&GTTCCTATTG&.ACGTGCGCTCMTCATTTGCCGW‘I’
a sequence

GGATCATAAGTGATAC.&TTAGCTMGMA.GTAGAAMTGGGGCTTTGCTTGAGACGCCOG&GC&GTTTTCTGAMTGACAAGTGGAGACOGTATTGCCGT
= ‘Seq_homdloga{trul_lusbox_ribC) 53
tewplate sequence pICEASSY{casd)_gRNALtrull). seq_hamaloga(trull Lurbax ribC)

GGATCATAAGTGATACATTAGCTAAGAAAGT AGAAAATGGGGCTTTGCT TGAGACGCCCGAGCAGT TTTCTGAAATGACAA === === =mmm e m e
aligned sequence BFo4

CTTTACTGAATCCGGAACATGCTTGGCGATCTATTTCCCTCATCCTGCAAAAAAAGGGCTGTTAAAGCCGGCAAAAGT AT TGATGCAAAAAAGCGAACAA
=35 =19

E Seq_homfloga{ trufl_Lusbax_ribC) ¥
tesplate sequence pIOESYYY(casd) _gRNA(truB)_seq homologa(truB lurbox_rikC)

aligred sequence BFo4

TAGACCTGTAGGATCGTACAGGT AAAAAAGGTGACCGT TCTGTGAAGACGATACATATTACACATCCTCATCATT TAATAAAAGAGGAGCAGGCAAAATC

C lbex Fibgs =

= ‘Seq_homdloga(trud_lusbeor_rikC) 3
template sequence pICES99{cass)_gRNA{truS)_seq_homologal truB_lusbox_ribC)

------ === GTAGGATCGTACAGGTAAAAAAGGTGACCGT TCTGTGAAGACGATACATATTACACATCCTCATCATT TAATAAAAGAGGAGCAGGCAMAATC

AGTGATGGCGTTAGGTTATTTTGACGGCGTTCATCTCGGGCATCAAAAGGTAATCGGCACAGCGAAGCAAATAGCCOAAGAAAAAGGTCTGACATTAGCT
= ribce =
- ‘Seq_homdloga(trudl_lusbox_ribC)

template sequence pIOES393({casy) gRNA(trull), seq homologal trull, Lusbox ribl)

AG'IE:LGGCGTTAGGTTATTTTGACGGCGTTCATCTUGGGCATCJ\MAGGTMTCGGCACAGCGMGCMATAGCCGMGAMAAGGTCTGAC&TTMCT
a sequence 16

GTGATC#\OCTTTCATCCCCATCCTTCTCRCGTGTTGGGC&G&GATMMuCCAMGGATCTGATT&CGCCTCTTMO\AMTMACCMATTM

- souwwuruum.nm v_;
template sequence pI0EL393(cash) gRNA(trusl)_seq_homologaltrull lusbox_ribC)

GTG&J&&CCTTTE}ATCCCC&TCCTTCTCACGTGTTGGGCAGAGATMGGMCCMAGGATCTGATTACGCCTCTTMACMTAMCCWTTGMC
a sequence B4

MTTAGGC.&CAGMBTTCTGTATGTCGTTAMT TTMTGAAGTGTTTGCTTCTCTTTCTCC TMGCAGTTTATAGNCCAGTATATTATCGGCCTTMTGT

= mlm(lrl.lm_rthc) "
template sequence pIOEL399{cass) gRNA(trull).seq_homologal trull Lusbox ribC)

M'EI:&GCACA%TTCTGTATG'I'CGTTAMTTTMTGAAGTGTTTGCTTCTCTTTCTCCT-AGC-AGTTTATAGJ\CCAGT&TMTATCGGCCTG»\TTGT
[ wequence

GCRGCACGCAGTGGCM‘iGCTTTGACTTTACG'I'ACGGCAMTACGGCAAGGGMCAATGAWCCATGCOGGATGATTTAGACGGAMAGCTGGGTGO\CA
& s.ummuru_mm_rtm :.5
template sequence pIOE2399(cas?) gRNA{trull)_seq_homologaltrull luxbox ribC)

GC-HEE&CGCAGT'GCATGCTTTGAC TTACGTACCGC=AATACCGCCAGGGA:
a

ATGGTAGAAAAATTAACGGAGCAGGCCAATAAGGCCTTTCTAGATTAAGAAATAATCTTCATCTAAAATATACTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCAAAT
ribs 3
sn.luﬂml Libox_ribCy X SR casd

template sequence nIOES599(casd) gRNA(truB)_seq_homologal truB_lusbos_ribl)
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GCCGTATGATMCCA‘I'IGMGRCATTGCCCTGACAACAGAGA'I'FAAAUTCATGGAGAMCCGCMGC'ITCCGGTTTACAGTGACTTGCTCCMGGGAL‘

Seq_hoadloga(trull_lusbox_ribC) w
Iﬂl‘“ sequence pIOERTYS(cas®)_gRNA(LruB)_seq hosaloga(truB_lusbes_ribC)

aligned sequence BFO1

CTATGTMGGACGCTGGCGGT CATGATCGGAGAAMAGCTCOGATATCCOGCCCATATGTCTCATTTAATCCGTACGGCATCCGGAGATTTTTCTCTCGA
Seq_hosdloga(trull_luxbor_ribC) =t

template sequence pIOEASYS(cas3) gRNA(trul)_seq hosalogaltrul lusbox_ribC)

-= -l:;—‘-- - -ACGCTGGCGGTTCATGATCUGAGAMAGCTCG-ATATCG---CCATATGTCTC&TTTA—-TCGT.kCCGCATCGGA.GA--TI’TTCTCTCGA
a sequence EF

CGAATGCTTTACTTTTGATGAACT CGAAGCACAGGCCCAATCOGGAACCGTGGAAGAGCATACAGTTCCTATTGAACGTGCGCTCAATCATTTGCCGAAA

3 loga(trul_luxboa_ribC)
tesplate sequence pIOEASYH(card) gRiA(trull)_seq homalogaltrull lusbon_ribl)

CG.}'!’E:,-CTTAC'{‘TTTGATGA-CTCGMGCACAG- =CCAATCCGCAGCCGTG=AAGAGCATACAGTTCCTATTGAACGTGCGCTCAATCATTTGCCGAAA
a sequence 072)

TG('»\TCATMGTGATACATTAGCTAM'\AAAGTAGAAAATGGGGCTTI'GC'ITGAGAL‘GCCCGAGCAGWTTCTGAMTGACANGTGGAGACOGT&WGCCG

Seq_hoséloga(trub_ lusbox_ribC)
template sequence pIOESSHS(casd) gRNA(Lrul)_seq homologaltrull lusbox ribC)

TG&;\RTMGT{;;‘%;IACATTAGCTAM‘\AAAGTAGAAAATGGGGCT'I'I'GC'ITGAGM.‘GCCCG#GCAGWTTCTGAMTGACANGTGGAGACOGT&WGCCG

TCTTTACTGAATCCGGAACATGCTTGGCGATCTATTTCCCTCATCCTGL -AAAAAAAGGGCTGTTAAAGCC-GGCAAAAGTATTGATGCAAAAAAGCGAA
-38 -10

= Seq_hoséloga(trul_luxbex_ribC)

template sequence pIOFRSSS(casS) gRMA(trul)_seq homologa(trull lusbox_ribC}y

TCTJ::’CTG»\ATCCGGAACATGCT TGGCGATCTATTTCCCTCATCCTGCCAAAAMAAGGGCTGTTAAAGCCOGGCAAAAGTATTGATGCAAAAAAGCGAA
a sequence 6703

CAAT.le\CCTGTAGGATCGTACAGGTMMAAGGTGo\CCGTTCTGTC»\AGACGATACATATTlCAClTCCTCATCATTTMTMMGAGG\AGCAGGCMA
[ T bt 3
- Seq_hosdlogaltrul_lusbox_rib) B
template sequence g truB)_seq.) _luxbos_ribC)

O\A‘I:&ACCTGT?E?\TCGTAC&GGTMMGGTF»\CCGTTCTGTGAAGJ\CGATACATATT&CACATCCTO\TCATTTMTMMGAWGC&GGCAM
a vesance

ATCAGTGATGGCGTTAGGTTATTTTGACGGCGTTCATC TCGGGCATCAMAGGTMTCGGCACAGCGMGCMATNGCCGMGAMAAGGTCTGACAT TA

Se_hontlonn (18 nban_r1 =
template sequence LERNA(truB)_seq | _ Luxbou_ribC)

AT(i;:LELGATGGl'JGTTM’;GTTAT'I'I'TGACGGCGTTCATCTCGGGL‘ATCMN\GGTMTCGGCACﬁGCGAAGCAMTAGCCGMGAMAAGGTCTGACATTA
¥ sequence BFO1

GCTGTGATGACCTTTCATCCCC&TCCT[CTCACGTGTTGGGC!GAGATMGGMCCMAGGATCTGATTACGCCTCTTGAAG#CMTWCCNTTG
bt
SI‘M‘I(;'&_WJIW 4
template sequence EFNA(LruB)_seq | Lusbos_rik)

GCTEI&ATGACCI;I’ TCATCCCCATCCTTCTCACGTGTTGGGCAGAGATAAGGAACCAAAGGAT CTGATTACGCCTCTTGAAGACAAAATARACCAAATTG
a sequence 8101

MCMTTAGGCACAGMGTTC TGTATGTCGTTAAATTTAATGAAGTGTTTGCTTCTCTTTCTCCTAAGCAGTTTATAGACCAGTATATTATCGGCC TT.M
FibCs
- Seq_homdlogaltrul_lusbax_rib)
temglate sequence _EFRA(trul)_seq.  Lusbas_ribc)

M(lli‘\g:fkﬁﬁf-hErt!;_'\AAGTTCTGTATGTCGTTMATTTMTGN\GTGTTTGCTTCTCTTTCTCCTMGCAGWTATAGACCAGTATATTATCGGCCTTM
o Tegumnce

TGTGCAGC-KCGCMTGGCAGGCTTTG&CTTTACGTJ\CGGCMJ\TACGGCMGGGMCMTGMGACCATGCCGG&TGATTTAGJ\CGGMMGCTGGGTGC
ribCs

Seq_hombloga{trull_luxbox_ribC) "l

template sequence pIOEASYY(cars) gANA(trull)_seq homologaltrull luxbox ribl)

TGTGCAGCACGC&GTGGCAGGcTTTGMTTTACGTACGGCAMTAMCMGGGMWTcumccncccmrmr ---------------------
quence 0

ACMTGGTAGMMATTMN&\GCAGGCCAATMGGCCTTTCTAG«\TT.M.GMATMTCTTCJ.TCTMMTATACTTCAGTCACCTCCTAGCTGI\L"TCA
ribCs
* %eq_homdloga(trub_lusbax_ribC) - — casd
template sequence pIDESSHI(card)_gAA(LruS)_seq_hosologal el lusbas_rikC)

Legenda: (A) parte inicial e (B) parte final do DNA doador. A barra cinza indica o alinhamento
correto. Fonte: préprio autor (2022).

A partir da figura 18 é possivel observar que embora algumas regifes nao

tenham sido sequenciadas com o primer direto (figura 18A), as mesmas podem ser
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conferidas no sequenciamento com o primer reverso (figura 18B). Com isso, foi
verificado que o DNA doador estava completamente presente nas amostras de DNA
analisadas. Além disso, € importante destacar que a luxbox est4 corretamente
presente na sequéncia. Sendo assim, a clonagem desta parte genética também foi

considerada positiva.

4.3.3. Edicédo génica com CRISPR-Cas9

A figura 19 ilustra as placas da transformac&o em B. subtilis, apos dois dias de
incubacédo a 30°C. Todas as placas apresentaram muitas colénias e, por conta disso,
foram selecionadas 32 para dar continuidade a metodologia de edi¢éo, priorizando as

gue cresceram no primeiro dia de incubacdo, menores e mais isoladas.

Figura 19. Imagem das placas com col6nias transformantes em B. subtilis apos dois dias de
incubacao a 30°C.

Fonte: proprio autor (2022).

As etapas de perda do plasmideo e verificagdo estdo ilustradas na figura 20.
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Figura 20. Imagem das placas com colbnias estriadas durante o processo de perda do

plasmideo e verificagdo.

LB + Kan

Legenda: (A) Incubacédo a 42°C, (B) 50°C e (C) 37°C sem antibittico (placas superiores) e
com antibiético (placas inferiores). Fonte: proprio autor (2022).

A perda do plasmideo inicialmente foi testada com incubacéo a 42°C (figura 20
A). No entanto, todas as col6nias estriadas cresceram muito bem. Entdo, foi
considerado que todas perderam o plasmideo para sobreviver em um ambiente de
estresse e, em seguida, foi feita a verificacdo da perda do plasmideo.

Ao realizar a verificagdo, foi observado que todas as col6nias estriadas

cresceram tanto nas placas com somente meio LB-agar, como nas placas com LB
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acrescido de antibiotico. Esta € uma evidéncia de que as células ndo perderam o

plasmideo por ainda possuirem resisténcia ao antibiotico.

Desta forma, a etapa de perda do plasmideo foi repetida aumentando a
temperatura de incubacao para 50°C (figura 20 B) e repicando colbnias isoladas em
novas placas. Novamente, todas as colonias estriadas cresceram. Quando
verificadas, todas as colonias cresceram tanto em LB como em LB acrescido de
antibiotico (figura 20 C).

Estas etapas foram repetidas varias vezes, com temperaturas superiores a
50°C e em incubadoras diferentes. No entanto, ndo foi obtido sucesso em avaliar a
perda do plasmideo por esta metodologia. Entéo, as colénias mais promissoras, com
coloragdo mais amarelada, foram preservadas para posterior analise por

sequenciamento.

A figura 21 ilustra o resultado do sequenciamento da amostra de DNA de uma
das colénias coletadas (GGO02) alinhado com 0 plasmideo
pJOE8999(cas9) gRNA(truB)_seq_homologa(truB_luxbox_ribC) construido in silico.
Para este sequenciamento foi utilizado o produto de PCR com primers especificos

para o DNA doador.
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Figura 21. Alinhamento entre a sequéncia resultante do sequenciamento e o plasmideo
pJOEB999(cas9) gRNA(truB)_seq_homologa(truB_luxbox_ribC) construido in silico para a

verificagdo da clonagem em B. subtilis.

CTATGTMGGACGCTGGCGGTCATGATCGGAGMAAGCTCGGATATCCGGCCCATATGTCTCATTTMTCCGTACGGCATCCGGAGATTTTTC——TCTCG
Seq_hosbloga(trud luxbox_ribl)
teaplate sequence pICERISI(casd) NA(ruS)_seq homologa(trub_Luxbox_ribC)

KooCATCCGGAGATTTTTTETTCTCG

aligned sequence G2

ACGAATGCTTTACTTTTGATGAACTCGAAGCACAGGCCCAATCCGGAACCGTGGAAGAGCATACAGTTCCTATTGAACGTGCGCTCAATCATTTGCCGAA

Seq_hombloga(truB_luxbox_ribC)
template sequence pICESH99(cash) gRNA(LruB)_seq homologa(trul_lusbos_ribC)

ACG{)\QL GCTT TAgI ;I'TTGATGMCTCGMGCACAGGCCCMTCCGGAACCGTGGAAGAGCATACAGTTCCTATTGMCGTGCGCTCAATCATTTGCCGM
al Sequence

ATGGATCATAAGTGATACATTAGCTAAGAAAGTAGAAAATGGGGCTTTGCTTGAGACGCCCGAGCAGTTTTCTGAMTGACAAGTGGAGACCGTATTGCC

Seq_homdloga(trud_luxbox_ribC)
teaplate sequence pIOES399(cash) PRNA(trul). seq homologa(trul luxbox ribC)

ATGl(‘;:L CATAAGL%ATACATTAGCTAAGAAAGTAGAMATGGGGCTTTGCTTGAGACGCCCGAGCAGTTTTCTGAMTGACAAGYGGAGACCGTATTGCC
a ‘sequence

GTCTTTACTGAATCCGGAACATGCTTGGCGATCTATTTCCCTCATCCTGC-AAAAAAAGGGCTGTTAAAGCC-GGCAAAAGTATTGATGCAAAAAAGCGA
-35 -10
Seq_homdloga(truB_luxbox_ribC)
template sequence RICES999(casd)_ERNA(riB)_seq_homologa(trud_lurbox_ribl)

GYCJILACTGAAI;E?GGMCATGCTTGGCGATCTATTTCCCTCAYCCTGCCAAMAMGGGCTGYTAAAGCCCGGCAMAGTATTGATGCAAMMGCGA
a sequance

TAAAAAAGGTGACCGTTCTGTGAAGACGATACATATTACACATCCTCATCATYTAATAAAAGAGGAGCAGGCAA
ribls E

Seq_hosdloga(trul_luxbox_ribC)
template sequence _EFNA(truB). seq_homal og: dubor_ritc)

ACAﬂ\lﬁGACCTGL&SSGATCGTACAGGTAMAAAGGTGACCGTTCTGTGAAGACGATACATATTACACATCCTCATCATTTAATAAMGAOGAGCAGGCM
o sequence

MTCAGTGATGGCGTTAGGTTATTTTGACGGCGYTCATCTCGGGCATCMMGGTMTCGGCACAGCGAAGCAAAYAGCCGMGAMMGGTCTGACATT
ribCe
Seq_hosdloga(trul_luxbox_ribC)

template sequence pIOLES93(casd) gNA(trull)_seq hosologa(trull. lusbor ritk)

M];(‘I:E‘TGATGG({:‘EITAGGTTATTTTGACGGCGTTCATCTCGGGCATCAAAAGGTAATCGGCACAGCGAAGCAMTAGCCGAAGAMMGGTCTGACATT
B sequence

AGCTGTGATGACCTTTCATCCCCATCCTTCTCACGTGTTGGGCAGAGATMGGAACCAAAGGATCTGATTACGCCTCTTGAAGACMMTAMCCAAATT

I wwlwwlw
template sequence _£ANA(truB)_seq Luxbox_ritC)

A(;Cl '!’SLGATGACC«I ITCATCCCCATCCTTCTCACGTGTTGGGCAGAGATAAGGAACCMAGGATCTGATTACGCCTCTTGMGACMAATAMCCAAATT
a sequence

GAACAATTAGGCACAGAAGTTCTGTATGTCGTTAAATTTAATGAAGTG]’TTGCTTCTCTTTCT CCTAAGCAGTTTATAGACCAGTATATTATCGGCCTTA
ribCs
Sea_hombloga(trub_luxbox_ribC)
tesplate sequence _$NA(LruB) s _Luxbox_rit<)

GAAS:A;‘T TAGGCQA[SZAGAAGTTCTGTATGTCGTTMATTTAATGAAGTGT TTGCTTCTCTTTCTCCTAAGCAGTTTATAGACCAGTATATTATCGGCCTTA
al sequence

ATGTGCAGCACGCAGTGGCAGGCTTTGACTTTACGTACGGCAAATACGGCAAGGGAACAATGAAGACCATGCCGGATGATTTAGACGGAAAAGCTGGGTG

ribCe
Seq_homdloga(tru8_luxbox_ribC)
tesplate sequence pIOEA3S5(cast) gRNA(trull). seq_homologa(tru LuxboxribC)

AT(HESAGCACGEA?TGGCAGGCTTTGACTTTACGTACGGCAAATACGGCAAGGGAACAATGAAGACCATGCCGGATGATT-AGACGGAAAAG -------
a sequence

CACAATGGTAGAAAAATTAACGGAGCAGGCCAATAAGGCCTTTCTAGATTAAGAAATAATCTTCATCTAAAATATACTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTC

= cibes
“ Seq_hoadloga(trul_lutbox_ribC) fe=— == casd
template sequence pJOES999(casy) gANA(trub)_ seq homologa(trul_ luxbox ritc)

Fonte: proprio autor (2022).

De acordo com a figura 21 é possivel observar que parte do DNA doador e 0
luxbox foram alinhados e estdo presentes na amostra de DNA analisada. Para tirar a
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duvida quanto a permanéncia do plasmideo nas células, foi feito o sequenciamento
da mesma amostra com primers especificos para o vetor. Entretanto, ndo foi obtido
éxito nesta analise por erros de sequenciamento. Desta forma, é possivel afirmar que
0 material genético editado esta nas células, contudo, néo foi possivel analisar se esta

sequéncia estad no genoma de B. subtilis ou somente no plasmideo.

4.3. Crescimento celular e producgé&o de riboflavina

A figura 22 representa o grafico do crescimento celular monitorado durante 9
horas de cultivo das linhagens de B. subtilis sem modificacbes (selvagem), com o
operon de riboflavina sob o controle do sistema autoinducdo e, sob controle do
promotor constitutivo forte (Pveq).

Figura 22. Grafico do crescimento celular ao longo do tempo das linhagens de B. subtilis
selvagem, com o operon de riboflavina sob o controle do sistema LuxRI e promotor forte Pveg.
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Fonte: proprio autor (2022).

De acordo com o grafico na figura 22, a linhagem construida com o operon de
riboflavina sob o controle do sistema de autoinducdo apresentou uma curva de
crescimento semelhante ao da linhagem sem modificacdes. Contrariamente, a

linhagem com promotor Pveg apresentou crescimento mais tardio. Estas
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caracteristicas evidenciam que o sistema de autoinducdo causa menos estresse

metabdlico as células, por ndo prejudicar o crescimento celular durante a biossintese.

Em relacdo a producédo de riboflavina, foi avaliada a concentracdo (mg/L)
relativa a quantidade de células durante o ensaio. A figura 23 ilustra o grafico com os
dados de producéo ao longo do tempo (h).

Figura 23. Grafico da concentragdo de riboflavina produzida relativa as células ao longo do
tempo para as linhagens com o operon de riboflavina sob o controle do sistema LuxRI e
promotor forte Pveg.
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Legenda: Dados adquiridos por fluorescéncia. Fonte: proprio autor (2022).

Como pode ser observado na figura 23, a quantidade de riboflavina produzida
por células foi maior na configuragcdo construida com o sistema de autoinducéo,
chegando a 2,4 mg/L em 9 horas de cultivo. Apesar da construgdo com o promotor
constitutivo apresentar uma producdo semelhante no inicio do cultivo, a mesma néo
se manteve durante o periodo monitorado. Isso pode ser explicado pelo fato de que a
alta producdo inicial causou um desequilibrio entre o crescimento e a biossintese nas

células. Contrariamente, o sistema de autoindugcdo aumentou expressivamente a
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producdo apds a fase inicial do crescimento celular, evidenciando o correto

funcionamento do sistema.

Para aumentar ainda mais a producéao, foi realizada uma edicdo génica com
CRISPR-Cas9 na linhagem construida, conforme descrito na metodologia. Os ensaios
de monitoramento do crescimento celular e da producao de riboflavina durante 48 h

estdo demonstrados nas figuras 24 e 25, respectivamente.

Figura 24. Gréfico do crescimento celular ao longo do tempo da linhagem de B. subtilis com
o operon de riboflavina sob o controle do sistema LuxRI e da linhagem apés edi¢cdo génica
com CRISPR-Cas9 no promotor PribC.
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Fonte: proprio autor (2022).
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Figura 25. Grafico da concentracéo de riboflavina produzida relativa as células ao longo do
tempo para as linhagens com o operon de riboflavina sob o controle do sistema LuxRI e ap6s

a edicao génica com CRISPR-Cas9 no promotor PribC.
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Legenda: Dados adquiridos por HPLC. Fonte: préprio autor (2022).

A partir da figura 24 é possivel notar que a edicao feita ndo prejudicou o
crescimento celular, visto que a curva de crescimento celular para a linhagem editada
€ semelhante a ndo editada nas primeiras 24 horas de cultivo. Apés as 24 horas, a
linhagem editada entra em morte celular mais rapido do que a linhagem nao editada.
Este comportamento pode ser explicado pela repressao do metabolismo de riboflavina
pelo sistema LuxRlI, que leva a menor producdo de FMN e FAD nas células a partir da

fase lag do crescimento celular.

No entanto, em relacéo a produgéo de riboflavina, a linhagem editada produziu
aproximadamente 17,8 mg/L por unidade de concentracdo celular apds 48 horas de
cultivo (figura 25). Este dado reforca que a edicao feita foi capaz de causar o acumulo
de riboflavina, uma vez que a linhagem néo editada apresentou 5,3 (mg/L)/ODsoo para

0 mesmo periodo de analise.

52



Desta forma, € possivel afirmar que ha uma compensacao entre o crescimento
e a biossintese, pois a edi¢cdo nao prejudicou o crescimento celular na fase inicial e

levou a um acumulo de riboflavina produzida.

A figura 26 representa imagens do pré-indculo e do cultivo final em frascos tipo
Erlenmeyers. De forma visual é possivel notar os resultados graficos, pois a linhagem
editada (B1-B3) apresentou coloracdo mais amarelada em ambos os estagios do teste
realizado, quando comparado a linhagem néo editada (A1-A3). Esta coloracdo pode
ser atribuida a producéo de riboflavina acumulada no meio.

Figura 26. Imagens do pré-inéculo e do cultivo final em frascos tipo Erlenmeyer, para a
linhagem nao editada (A1-A3) e a linhagem editada (B1-B3).

Fonte: proprio autor (2022).
5. Concluséo

As simulagbes in silico mostraram que a conexdo do sistema LuxRI de
autoinducdo a biossintese de riboflavina, ativando a expressdo do operon

ribDGEABHT e reprimindo a expresséo de ribC ocasiona um aumento na producao.
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Os testes das linhagens de B. subtilis construidas mostraram que o sistema de
autoinducdo promoveu uma maior sintese de riboflavina do que a construcéo na qual
a expressao génica foi regulada por promotor constitutivo forte, chegando a 2,5
mg/L.DO em 9 horas de cultivo. Além disso, foi possivel aumentar 3,4x a producédo de
riboflavina a partir da ampliacdo da aplicacao do sistema LuxRI para também reprimir
a expressdo génica. Esse trabalho demonstrou a flexibilidade e modularidade do
sistema de autoinducgéo, no qual os processos de inducédo e repressdo da expressao
génica de forma simultanea foram eficientemente demonstrados. Ainda, todo o
processo foi executado utilizando copia Unica de cada gene integrado ao genoma,
demonstrando a eficiéncia e sensibilidade do processo de controle autbnomo da

expressao génica.
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