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RESUMO

A evolucdo adaptativa em laboratério € uma poderosa ferramenta para o
desenvolvimento de cepas de microrganismos que tenham capacidade de crescimento
superior em fontes de carbono nao tradicionais, de baixo custo e renovaveis. Entretanto,
para utilizar as informacdes obtidas, € necessario selecionar, reconstruir e testar as
mutacBes encontradas durante a evolug¢do na cepa progenitora, um processo conhecido
como engenharia reversa. Para a reconstrucdo desses alelos mutados é imprescindivel
0 uso de técnicas de modificacdo gendmica de facil execucdo e baixo custo. Nesse
trabalho foram desenvolvidas técnicas de edicdo gendmica usando CRISPR/Cas9 para
serem realizadas para a reconstrucao e teste de mutacdes observadas em experimento
de evolucdo realizada em sacarose com populacdes de Escherichia coli. Nesse
experimento, trés populacdes de E. coli DH5a contendo o plasmideo pCscBKA para
consumo de sacarose e quatro populagdes de E. coli E2348/69 foram cultivadas através
de passagens sucessivas em meio minimo contendo sacarose como Unica fonte de
carbono, ao longo de 637 a 690 geracdes. Ao final do processo, o DNA genbmico das
populacdes finais foi sequenciado e mutacdes encontradas foram selecionadas para
reconstrucdo. Para a construcdo dessas linhagens mutadas foram desenvolvidos
sistemas para clonagem de gRNAs e montagem de donors que foram chamados
EasyGuide. Nesse contexto, foram projetados cinco plasmideos base para as diferentes
estratégias de clonagem de gRNAs. Para a producdo de donors foi empregado um
sistema para a montagem de fragmentos de DNA in vivo em Saccharomyces cereviseae.
Outra inovacao implementada foi a utilizacdo de oligonucleotideos para montagem de
gRNAs e donors para delecbes e modificacdes de nucleotideos unicos (abordagem
EasyOligo). Com as técnicas desenvolvidas foi possivel construir linhagens para testar
mutacBes individuais e introduzir diferentes construcbes génicas voltadas para o
consumo de sacarose. Entre as mutacdes identificadas nas populacoes, a integragéo do
operon cscBKA e a delecdo do cluster formador do flagelo foram responséaveis pelos
maiores ganhos de fitness (30-35% e 5%, respectivamente), medidos por ensaios de
competicao. Outra mutacdo que chamou a atencao foi a delecdo de 81 pb no gene pcnB,
associada a reducdo de numero de copias do plasmideo pCscBKA e consequente
aumento de fitness propagativo. Para demonstrar a capacidade do sistema EasyGuide
CRISPR foram integrados ao genoma da DHS5a os operons cscBKA (consumo de
sacarose) e phaCAB, para producéo de polihidroxibutirato (PHB) a partir da sacarose.
Com essas integracdes, foi possivel produzir ~31% massa celular seca de PHB a partir
de 20 g/L sacarose.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9; evolucdo adaptativa em laboratorio; Escherichia coli;
engenharia metabolica; sacarose; operon cscBKA.



ABSTRACT

Adaptive evolution is a powerful tool for developing strains of microorganisms that
have superior growth capacity on non-traditional, low-cost, and renewable carbon
sources. However, to make use of the obtained information, it is necessary to select,
reconstruct, and test the mutations found during evolution in the progenitor strain, a
process called reverse engineering. To reconstruct these mutated alleles, it is necessary
to use easy-to-perform and low-cost genomic modification techniques. Genomic
modification techniques using CRISPR/Cas9 were developed in this work for the
reconstruction and testing of mutations obtained in an evolution experiment carried out in
sucrose with Escherichia coli. In this experiment, three populations of E. coli DH5aq,
carrying the plasmid pCscBKA for sucrose consumption, and four populations of E. coli
E2348/69 were cultivated through successive passages in minimal medium containing
sucrose as the sole carbon source for 637-690 generations. At the end of the process, the
genomic DNA of the final populations was sequenced, and mutations found were selected
for reconstruction. To obtain these mutated strains, gRNA cloning systems and donor
assembly systems called EasyGuide were developed. Five base plasmids were
developed for different gRNA cloning strategies. To produce donors, a system was used
for the assembly of DNA fragments in vivo in Saccharomyces cereviseae. Another
advance was the use of oligonucleotides for the assembly of gRNAs and donors for
deletions and modifications of single nucleotides (The EasyOligo approach). With these
developed techniques, it was possible to construct strains for testing individual mutations
and different genetic constructs for sucrose consumption. Among the mutations found in
the populations, the integration of the cscBKA operon and the deletion of the flagellum
assembly cluster were responsible for the highest fithess obtained (30-35% and 5%,
respectively), measured by competition assays. Another mutation that attracted attention
was the 81 bp deletion in the pcnB gene, which is associated to a reduction in the plasmid
pCscBKA copy numbers and an increase in growth fitness. To demonstrate the capacity
of the EasyGuide system, the cscBKA (sucrose consumption) and phaCAB operons were
integrated into the genome of DH5a cells to produce polyhydroxybutyrate (PHB) from
sucrose. These integrations made it possible to produce ~31% of dry cell weight of PHB.

Keywords: CRISPR/Cas9; adaptive laboratory evolution; Escherichia coli; metabolic
engineering; sucrose; operon cscBKA.
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1 INTRODUCAO

A Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa que € considerada um organismo
modelo por ter diversas caracteristicas biolégicas bem estudadas e estabelecidas, além
de possuir o seu genoma caracterizado. Essa bactéria também apresenta grande
importancia para estudos que visam a construcdo de plataformas para a producgéo de
diversos bioprodutos (MOHAMED; MUNDHADA; LANDBERG; CANN et al., 2019).

A sacarose é um dissacarideo formado pela ligagdo de uma molécula de glicose a
uma de frutose. E um acucar que, além de ser usado para a alimentacéo, pode ser
empregado como fonte de carbono para producéo industrial, tendo como principal
destaque a producédo do etanol. Principalmente quando derivada da cana-de-agucar, a
sacarose é tida como uma fonte de energia barata e renovavel, também atrativa para a
producdo de outros bens além do etanol. Em adicdo a isso, a exploracdo desse
carboidrato com destino a sintese de bioprodutos com maior valor agregado é
interessante para nds, em virtude do Brasil ser um dos maiores produtores mundiais de
acucar da cana-de-acucar (MOHAMED; MUNDHADA; LANDBERG; CANN et al., 2019;
OLAVARRIA; FINA; VELASCO; VAN LOOSDRECHT et al., 2019).

Entretanto, somente algumas linhagens de E. coli metabolizam a sacarose, sendo
que as laboratoriais ou industriais normalmente ndo utilizam o dissacarideo (BRUSCHI;
BOYES; SUGIARTO; NIELSEN et al., 2012). Com isso, técnicas de engenharia genética
sdo empregadas para transformar linhagens de interesse em cepas capazes de
metabolizar esse aclUcar. Mas, tanto linhagens de E. coli geneticamente modificadas,
como cepas que naturalmente metabolizam a sacarose, ndo tem uma taxa alta de
crescimento se comparada ao uso da glicose como fonte de carbono (MOHAMED;
MUNDHADA; LANDBERG; CANN et al., 2019). Com isso, sao necessarios
aprimoramentos para que a bactéria possa utilizar a sacarose de forma eficiente.

Nesse sentido, a evolugdo adaptativa em laboratorio (em inglés: Adaptive
Laboratory Evolution, ALE) € uma poderosa ferramenta que pode ser usada para se
entender as possibilidades de adaptacdo de um microrganismo quando desafiado a
crescer em condicdes que ndo sao as ideais. Desta forma, a ALE pode fornecer

possibilidades para o desenvolvimento de cepas industriais capazes de ter a sua
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producdo otimizada (DRAGOSITS; MATTANOVICH, 2013). Assim, o uso da ALE para
construir cepas de E. coli que apresentem um desenvolvimento adequado na sacarose €
uma empolgante possibilidade para a obtencdo de cepas superiores e plataformas
industriais para bioprodutos interessantes comercialmente.

Para explorar as mutacdes observadas ao final de um experimento ALE é
importante reconstruir e testar tais alteracdes nas cepas progenitoras do experimento
(OUD; FLORES; GANCEDO; ZHANG et al.,, 2012). Esse processo é chamado de
engenharia reversa e é neste momento em que as mutagdes-chave sao investigadas em
relacdo ao fitness. As mutacdes que contribuem positivamente podem ser assim
selecionadas e usadas para construcdo de cepas superiores (JACOBUS; CAVASSANA,;
DE; BARRETO et al., 2024).
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7 CONCLUSOES

Nesse trabalho, foram propostas melhorias no sistema de CRISPR/Cas9 para
serem aplicadas na edicdo genbmica de E. coli. A primeira melhoria citada foi a
implementacéo de trés sistemas de clonagem de plasmideos para expressao de gRNA,
sendo o sistema mais avancado o uso do sistema com oligos, que aumenta a velocidade
de clonagem da molécula de RNA guia. Também foram propostos sistemas de clonagem
de donor usando amplificacdes de oligos e montagem de fragmentos de DNA em
levedura. Com essas ferramentas foi possivel a reconstrucdo de mutacdes identificados
em experimento de evolucdo de populacdes de E. coli em sacarose. A avaliacdo das
mutacdes reconstruidas demonstrou que a reducao do nimero de copias do plasmideo
cscBKA e a inativacédo do flagelo aumentaram a capacidade de crescimento. Com 0s
sistemas para otimizacdo de CRISPR/Cas9 apresentados foi possivel integrar a via
metabdlica para producéo de PHB e foi detectada a producéo de ~31% da massa celular

seca, partir da sacarose.
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