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RESUMO

Surfactinas sdo biossurfactantes que combinam potente atividade surfactante com baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade. Desta forma, atraem grande interesse industrial,
principalmente no ramo da chamada quimica verde. A industria da quimica verde tem
crescido proporcionalmente a preocupagdo com os impactos ambientais causados pelas acdes
humanas. Porém, a baixa produtividade de linhagens naturais de Bacillus — bactéria produtora de
surfactina — inviabiliza a producdo em escala industrial. Mesmo a otimizagdo do processo de
producdo ndo tem sido suficiente para alcangar os niveis minimos necessarios. Faz-se,
portanto, necessaria uma abordagem genética para o problema. Neste contexto, o sistema
CRISPR-Cas9 foi empregado para edi¢gdo gendmica de trés linhagens de B. subtilis visando a
construcdo de uma biofébrica de surfactina. As linhagens escolhidas ndo produzem surfactina
naturalmente, assim, a primeira edicdo do genoma consistiu em restaurar sua capacidade de
producdo. Os resultados obtidos até 0 momento sdo promissores, confirmam a producéo de
surfactina e a eficicia e especificidade da edicdo génica pelo sistema CRISPR-Cas9. A
linhagem 434 produz 3,7 g/L em 42 horas de cultivo, o que significa que este projeto esta em
um patamar 9 vezes maior do que aquele que deu origem a melhor linhagem construida até
entdo para a producdo de surfactina. Novas edi¢Ges gendmicas das linhagens foram realizadas
para conectar a biossintese de surfactina a um sistema sintético de autoindugdo da expressdo
génica desenvolvido pelo grupo de pesquisa SynBio Araraquara e para substituicdo do
promotor Psrta No controle do operon da surfatina por um promotor forte constitutivo. As duas
edicOes realizadas para substituir o promotor Psria prejudicaram a producéo de surfactina e o
crescimento celular, ja a edicdo gendmica que associou o sistema sintético de autoinducao da
expressao génica ao promotor Psra Na regulacdo do operon da surfactina antecipou a producéo
deste biossurfactante na linhagem 434-2a que alcangou a produtividade de 39,72 mg/L-h em

24 horas de cutivo.

Palavras-chave: CRISPR-Cas9, Biologia Sintética, Surfactina, Biossurfactante, Bacillus

subtilis.



ABSTRACT

Surfactins are biosurfactants that combine potent surfactant activity with low toxicity and
high biodegradability. They attract great industrial interest, mainly in the branch of the so-
called green chemistry. The green chemistry industry has grown proportionally to the concern
with environmental impacts caused by human actions. However, the low productivity of
natural strains of Bacillus - a bacteria that produces surfactin - prevents production on an
industrial level. Even the optimization of the production process has not been sufficient to
reach the necessary minimum levels. Therefore, a genetic approach to the problem is
necessary. In this context, the CRISPR-Cas9 system was used for genome editing of three B.
subtilis strains to build a surfactin bio-factory. The strains chosen do not produce surfactin
naturally, so the first edition of the genome consisted of restoring its production capacity. The
results obtained so far are promising, confirming the production of surfactin and the
effectiveness and specificity of gene editing by the CRISPR-Cas9 system. The engineered
strain 434 produces 3.7 g/L in 42 hours of cultivation, which means that this project starts at a
level 9 times higher than the one which gave rise to the best strain built so far to produce
surfactin. New genomic editions of the strains were carried out to connect the surfactin
biosynthesis to a synthetic gene expression autoinduction system developed by the research
group SynBio Araraquara and to replace the Psria promoter in control of the surfatin operon by
a strong constitutive promoter. The two editions carried out to replace the Psfa promoter
impaired the surfactin production and cell growth, while the genomic edition that associated
the synthetic gene expression autoinduction system to the Psta promoter for regulation of the
surfactin operon accelerated this biosurfactant production by the strain 434-2a that reached
the productivity of 39.72 mg/L-h in 24 hours.

Keywords: CRISPR-Cas9, Synthetic Biology, Surfactin, Biosurfactant, Bacillus subtilis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas que combinam atividade bioldgica com
propriedades fisico-quimicas, destacando-se pela capacidade de reduzir a tensédo superficial e
interfacial de solugcdes aquosas e misturas de hidrocarbonetos. Os surfactantes de origem
quimica (ou sintéticos) tém sido aplicados largamente em residéncias, industria e agricultura.
Entretanto, na Gltima década, preocupagdes ambientais levaram a busca por surfactantes
sustentaveis. Diferente dos surfactantes sintéticos, biossurfactantes sdo produzidos a partir de
plantas, animais e microrganismos, e apresentam diversas vantagens tais como maior
biodegradabilidade, menor toxicidade, interagdo benigna com o meio ambiente, maior
formacdo de espuma e podem possuir valores mais baixos de concentracdo micelar critica
(CMC), comparados aos analogos sintéticos (JAHAN et al., 2020; LIU et al. 2020).

Microrganismos produzem biossurfactantes como metabdlitos secundarios que podem
ser secretados para 0 ambiente extracelular ou permanecerem aderidos a superficie da célula.
A vantagem do uso de microrganismos para a sintese de biossurfactantes esta no menor tempo
de producdo comparado a plantas ou animais, e tanto bactérias e fungos que habitam agua,
solo e ambientes extremos sdo naturalmente produtores destas moléculas (JAHAN et al.,
2020). Contudo, microrganismos geralmente produzem uma mistura de surfactantes estrutural
e fisicamente semelhantes ao inves de uma unica molécula e isto pode dificultar e encarecer
as etapas posteriores do bioprocesso que visam a purificacdo da biomolécula de interesse
(LIU et al. 2020).

Dependendo do microrganismo produtor, os biossurfactantes podem apresentar
diferentes estruturas e propriedades especificas e, com isso, ser produzidos de acordo com a
sua aplicacdo final. Tais propriedades incluem detergéncia, formagdo de espuma,
umedecimento, emulsificacdo, biorremediacdo, estabilizacdo, lubrificacdo, dispersdo e
solubilizacdo de compostos hidrofdbicos. A classificagdo dos biossurfactantes microbianos é
feita de acordo com seu peso molecular: ha aqueles de baixo peso molecular, como
glicolipideos e lipopeptideos; e compostos poliméricos de alto peso molecular, isto é,
polissacarideos, proteinas ou formas combinadas de lipoproteinas ou lipopolissacarideos
(JAHAN et al., 2020).

A atual preocupacgdo com 0 meio ambiente aumentou a busca por moléculas de origem

natural e com menor impacto ambiental. Isto, combinado a diversidade de estruturas e



18

propriedades dos biossurfactantes, faz com que estes compostos apresentem grande
aplicabilidade na indastria. O mercado global de biossurfactantes evidencia isto, ja que
atingiu a marca de $4,35 billhdes em 2017 e estima-se que alcance $7,95 bilhdes em 2026.
Entretanto, a baixa produtividade das linhagens microbianas selvagens e os altos custos de
produgdo dificultam o escalonamento da producdo (JAHAN et al., 2020;
BIOSSURFACTANTS, 2018).

1.2. Surfactina
A surfactina é um biossurfactante pertencente a classe dos lipopeptideos ciclicos. Sua
estrutura anfifilica é caracterizada por um anel peptidico de sete aminoécidos e uma cadeia
longa de &cidos graxos de 13 a 16 atomos de carbono. Este tensoativo é produzido
principalmente por espécies de Bacillus como um conjunto de isoformas, que podem variar

guanto ao tipo de aminoacidos e comprimento da cadeia de acidos graxos (HU et al., 2019).

As variacOes estruturais das isoformas de surfactina influenciam em suas
propriedades fisico-quimicas, como tolerancia a altas temperaturas e condic6es salinas (HU et
al., 2019), capacidade de reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 para 27,9 mN/m (em
concentracdo de 0,005%) (ARIMA et al., 1968) e concentracdo micelar critica (CMC) de 10
mg/L (DELEU et al., 1999). Tais propriedades Ihe garantem uma vasta gama de aplicagGes,
como a sua utilizacdo como agente antitumoral, antiviral e antimicrobiano na &rea
farmacéutica (MEENA; KANWAR, 2015) e estudos indicam que apresenta também
propriedades hipocolesterolémica, anti-adesiva, apoptética e hemolitica (JAHAN et al.,
2020). Do ponto de vista ambiental, a surfactina também tem sido aplicada na recuperagao
melhorada de petréleo (técnicas EOR e MEOR), bem como na biorremediacdo de solos
contaminados e na composicao de alguns biopesticidas e fertilizantes de plantas (GEISSLER
et al., 2019; HU et al., 2019; WU et al., 2019; PEREIRA et al., 2013). Outras aplica¢des
incluem produtos cosméticos e alimenticios, onde a surfactina pode estar presente como

componente de emulsdes e nanoemulsdes (GEISSLER et al., 2019).

Por ser um lipopeptideo ciclico de sintese ndo-ribossomal, a sintese de surfactina por
Bacillus envolve varias rotas metabdlicas desde a sintese das moléculas precursoras até a
biossintese do tensoativo em si. Uma vez que as moléculas precursoras (acidos graxos,
NADPH, glutamato, aspartato, valina e leucina) foram acumuladas na célula, a biossintese de
surfactina é catalisada por sintetases peptidicas modulares SrfAA, SrfAB, SIfAC e SrfAD
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(Figura 1). As trés primeiras formam um conjunto de sete médulos, cada um responsavel pela
adicdo de um aminoédcido a molécula. Os modulos possuem dominios cataliticos de
adenilacdo, condensacdo, tiolacdo (ou transportadores de peptidil), epimerizacao e tioesterase
responsaveis pela ativacdo dos aminoacidos, elongacdo da cadeia peptidica e liberacdo do
produto. A biossintese de surfactina depende da maturagdo das subunidades SrfAA, SrfAB,
SrfAC, que acontece através da ativacdo de seus dominios de tiolagdo por uma 4-
fosfopanteteil transferase codificada pelo gene sfp e, portanto, este gene é essencial para a
sintese do biossurfactante. A sintetase SrfAD recicla dominios de tiolagdo malformados
(JAHAN et al., 2020; GEISSLER et al., 2019; HU et al., 2019; ZHI et al., 2017).

Figura 1 — Biossintese de surfactina por sintetases peptidicas ndo-ribossomais.

SrfAD
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A biossintese de surfactina é realizada pelas sintetases peptidicas ndo-ribossomais, SrfAA, SrfAB,
SrfAC e SrfAD. As trés primeiras sintetases formam um arranjo linear de sete médulos responsaveis
pela ativacdo dos aminoacidos, elongacdo da cadeia peptidica e liberagdo do produto. Os mdédulos
possuem cinco dominios: i. dominio de adenilacdo (A) responsaveis pela selecdo e ativacdo de um
aminoécido com consumo de ATP; ii. dominio transportador de peptidil ou tiolagdo (PCP), que faz o
transporte do adenilato de aminoacido ao liga-lo por uma ligacdo tioester a um residuo de serina no
transportador; iii. dominio de condensacédo (C), que forma uma ligacdo peptidica entre os substitutos
de aminoécil de dois mddulos adjacentes; iv. dominio de epimerizacao (E), que converte 0 aminoacido
L-Leucina em D-Leucina e é exclusivo dos mddulos 3 e 6 das sintetases SrfAA e SrfAB; v. dominio
tioesterase (TE), presente no ultimo médulo e responsavel pela clivagem da dltima ligagdo tioéster,
levando a liberacéo e ciclizacdo da molécula de surfactina. A biossintese de surfactina é iniciada
apenas apds a ativagdo pés-traducional dos dominios PCP nas sintetases SIfAA, SrfAB e SrfAC. Esta
ativagdo e realizada por uma 4-fosfopanteteinil transferase codificada pelo gene sfp. A subunidade
SrfAD recicla os dominios PCP malformados. Fonte: Adaptado de Geissler et al. (2019) com
Biorender.com.

O operon srfA codifica essas sintetases peptidicas e sua expressdo génica é regulada

pelo promotor Psrta (Figura 2). O promotor, por sua vez, é ativado pela ligacdo da molécula
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ComA fosforilada (ComA-P), proveniente do sistema de quorum-sensing ComQXPA de
Bacillus, e sofre repressdo de diversas moléculas como CodY (regulador transcricional
dependente de GTP e aminoacidos de cadeia ramificada), Rap (aspartato fosfatases), PerR e
Sinl (reguladores transcricionais), Spx (proteina reguladora) e PhoP (regulador de resposta de
dois componentes) (WU et al., 2019; ZHl et al., 2017).

Figura 2 — Regulacdo do operon srfA em B. subtilis.
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O promotor Psa controla a expressdo do operon srfA, que codifica as sintetases peptidicas néo-
ribossomais (SrfAA a SrfAD) responsaveis pela biossintese de surfactina. A regulagdo do promotor
Psria €std relacionada ao sistema de quorum-sensing ComQXPA de Bacillus. Setas e barras indicam
regulacdo positiva e negativa, respectivamente. O feroménio ComX ¢ sintetizado e entdo modificado
pela isoprenil transferase ComQ para ser exportado. Durante a fim da fase exponencial e inicio da fase
estacionaria de crescimento bacteriano, a concentracdo de ComX atinge o limiar que é detectado pelo
receptor de membrana ComP, o qual se autofosforila e ativa a resposta cognata da proteina reguladora
ComA. A proteina ComA ¢ fosforilada (ComA-P) e se liga a regido promotora do Pgra, ativando a
expressdo do operon srfA. As proteinas RapC, SpX e CodY sdo alguns dos repressores da atividade do
promotor Pga: a proteina RapC desfosforila a molécula ComA-P, enquanto a proteina SpX blogueia a
interacdo da RNA polimerase com a proteina ComA e a regido promotora; e a proteina CodY reprime
diretamente a ativacdo do promotor Psa a0 Se ligar a regido promotora. O peptideo CSF, codificado
pelo gene phrC, é exportado pelo meio extracelular em sua forma inativa, entdo é importado pela
oligopeptideo permease SpooK, ativado e liga-se a proteinas da familia Rap, bloqueando sua atividade
de desforfolilagcdo. Assim, o peptideo CSF age indiretamente como um ativador do promotor Pgqa.
Fonte: Adaptado de Hu et al. (2019) com Biorender.com; informag6es de Hu et al. (2019), Wu et al.
(2019) e Zhi et al. (2017).
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A maioria das linhagens de Bacillus selvagens, isoladas e reportadas até 0 momento,
alcancam niveis de producdo de apenas 100 a 600 mg/L de surfactina (HU et al., 2019).
Foram realizados muitos trabalhos que empregaram estratégias tradicionais de mutagénese e
reproducdo ou otimizacdo dos pardmetros de cultivo, porém, ndo levaram a resultados
significativos de aumento de produtividade do tensoativo, 0 que mantém a producdo em
escala industrial inviavel (HU et al.,, 2019; PEREIRA et al., 2013; SHALIGRAM;
SHINGAL, 2010; OHNO et al., 2005).

O surgimento de novas técnicas de Engenharia Genética e Metabdlica possibilitou
diferentes abordagens para o problema da baixa produtividade das linhagens e trés estratégias
tém sido comumente aplicadas na tentativa de estabelecer linhagens geneticamente
modificadas produtoras de niveis significativos de surfactina. A primeira estratégia consiste
na substituicdo do promotor Psrta do operon srfA. A segunda, baseia-se no estimulo do efluxo
de surfactina pela superexpressdo de proteinas auxiliares e transportadores de surfactina,
como YerP. Por fim, a terceira, € modificar genes reguladores transcricionais do operon srfA,
incluindo aqueles relacionados ao sistema de quorum-sensing da bactéria (HU et al., 2019;
WU et al., 2019; JIAO et al., 2016; LI et al., 2015). Em pesquisas recentes, Jiao et al. (2016)
e Wu et al. (2019) demostraram que manipulacBes genéticas e métodos sistematicos de
engenharia metabdlica foram capazes de elevar a produgdo de surfactina das linhagens B.
subtilis THY-7 e B. subtilis 168 para 9,74 g/L e 12,8 g/L, respectivamente. As duas linhagens
foram patenteadas (WU; XU, 2018; LIANG, 2018), e representam as publicacdes e patentes
que descrevem as maiores producbes e produtividades (aproximadamente 0,3 g/L-h) ja

registradas de surfactina.

Embora niveis melhorados de producdo tenham sido alcancados com manipulacéo
genética, ainda ndo existem processos industriais para producdo de surfactina, tendo em vista
que empresas do ramo de biossurfactantes, como Ecover (Bélgica), Jeneil Biotech (Estados
Unidos), Evonik (Alemanha) e Biotensidon (Alemanha), focam na producéo de soforolipideos
ou ramnolipideos a partir de outras fontes microbianas (GLOBAL GLYCOLIPIDS
BIOSURFACTANT MARKET, 2020). Em um estudo publicado em 2013, a levedura
Candida bombicola produtora de soforolipideos atingiu a produtividade de 3,7 g/L-h (GAO et
al., 2013) em um cultivo em reator de 10 L. Por outro lado, a producdo de ramnolipideos é
feita principalmente pelo patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, cujos niveis
maximos de producdo atingiram 38 g/L e produtividade de 0,43 g/L-h em um reator de 30 L
(MULLER et al., 2011).
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Portanto, estratégias alternativas de engenharia metabolica se fazem necessarias para
o desenvolvimento de novas linhagens de B. subtilis para a producéo industrial de surfactina,
uma vez que, além de ser naturalmente produtora do biossurfactante de interesse, esta € uma
das bactérias gram-positivas mais estudadas, é classificada como GRAS (Generally
Recognized As Safe), e ja é utilizada industrialmente para producdo de biomoléculas como a
riboflavina (SCHWECHHEIMER et al., 2016). Além disso, os trabalhos previamente citados
de Jiao et al. (2016) e Wu et al. (2019) utilizaram-se de técnicas tradicionais de biologia
molecular para a manipulacéo génica dos microrganismos, as quais envolvem vérias etapas de

clonagem e geram linhagens com multiplas marcas de selecdo e cicatrizes nos cromossomos.

Uma abordagem atual para esses problemas tradicionais de engenharia metabdlica
consiste na edi¢cdo do cromossomo microbiano com o emprego do o sistema CRISPR-Cas9
para alterar processos regulatorios celulares de modo a controlar a dose génica, e assim,
controlar o fluxo de carbono por determinadas vias biossintéticas (WESTBROOK et al.,
2018; WOOLSTON et al., 2018).

1.3. Sistema CRISPR-Cas9

Em bactérias e arqueias, o sistema CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) e as proteinas associadas Cas (do inglés CRISPR associated)
representam sua resposta imune adaptativa contra elementos genéticos moveis, em geral, virus
(fagos) e plasmideos (MOHANRAJU et al., 2016). Foi descoberto que este sistema de defesa
procariotico é organizado no genoma como o denominado loco CRISPR-Cas, 0 qual consiste
no arranjo CRISPR de repeticdes idénticas intercaladas com o DNA invasor (espagador), que
codificam os RNAs CRISPR (crRNAS), e um operon com 0S genes cas, responsavel pela
expressao das proteinas Cas (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

De maneira bastante simplificada, a resposta imune adaptativa de bactérias e arqueias
ocorre em trés estagios: (i) insercdo de uma sequéncia curta do DNA invasor como uma
sequéncia espacadora no loco CRISPR; (ii) transcri¢do do precursor crRNA (pré-crRNA) que
sofre maturacdo para gerar crRNAs individuais, cada um composto por uma porcdo de
repeticdo e uma porcdo espacadora com alvo no DNA invasor; e (iii) clivagem do DNA
invasor por proteinas Cas, dirigidas por crRNA, em locais complementares a sequéncia
espacadora de crRNA (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).
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Existe uma variedade de sistemas CRISPR-Cas ja identificados e descritos na literatura
(MOHANRAJU et al., 2016). O sistema CRISPR-Cas9 ¢é classificado como tipo Il, o qual se
destaca pela presenca de uma grande endonuclease, a Cas9, além da RNase Ill, uma
ribonuclease responsavel pelo processamento do pré-crRNA, e do trans-activating crRNA
(tracrRNA), um pequeno RNA codificado a montante do loco CRISPR-Cas tipo Il
responsavel pela ativacdo e maturacdo do crRNA. A Cas9 possui dois dominios responsaveis
pela clivagem dupla fita do DNA invasor, HNH e RuvC: o primeiro cliva a fita de DNA
complementar a por¢do do espacador no crRNA, enquanto o segundo cliva a fita de DNA
oposta. E importante ressaltar que a clivagem do DNA-alvo sé ocorre mediante ao
pareamento do mesmo com o crRNA e a presenca de uma sequéncia curta (PAM, do inglés
protospacer adjacent motif) adjacente a sequéncia-alvo no DNA invasor (MOHANRAJU et
al., 2016; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

Uma vez que o mecanismo de acdo do sistema CRISPR-Cas9 foi elucidado, foi possivel
a sua adaptacdo como uma ferramenta de edi¢do génica. Isto se deu a partir da fusdo das
moléculas crRNA e tracrRNA, criando uma Unica molécula de RNA guia (single guide RNA,
sgRNA ou gRNA). Os 20 nucleotideos na extremidade 5’ desta molécula (sequéncia-guia ou
spacer) sdo responsaveis pelo reconhecimento do DNA-alvo através do pareamento de bases;
ja os aproximadamente 80 nucleotideos na extremidade 3° da molécula de gRNA (sequéncia-
universal ou scaffold) formam uma estrutura secundéria na forma de grampo que interage com
a Cas9. Assim, a edicdo génica com técnica CRISPR-Cas9 tornou-se um sistema simples que
necessita de apenas dois elementos exdgenos: a nuclease Cas9 e a molécula de gRNA. Dado
que a porcdo da sequéncia-universal do gRNA ¢ padronizada de acordo com a Cas9 utilizada,
0 DNA-alvo da nuclease pode ser facilmente determinado ou alterado com a modificagdo da
porcdo da sequéncia-guia do gRNA, desde que haja uma sequéncia PAM adjacente no DNA-
alvo (VIEIRA et al., 2016; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

Em células eucaridticas, o reparo da quebra na dupla-fita de DNA genémico ap6s a
acdo da Cas9 pode ocorrer através de dois mecanismos: juncdo de extremidades nao
homdlogas ou NHEJ (do inglés Non-Homologous End Joining) e reparo direcionado por
homologia ou HDR (do inglés Homology directed repair). No mecanismo de NHEJ, as
extremidades do DNA sdo unidas por eventos independentes de homologia, o que pode levar
a introducdo de mutacdes no DNA e frequentemente nocauteamento (knock-out) de genes. Ja
no mecanismo de HDR, na presenca de uma outra molécula de DNA (DNA doador) que

apresenta homologia com as extremidades geradas ap6s a quebra da dupla-fita, 0 DNA
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gendmico serd reparado por homologia. Isto, dependendo da molécula de DNA doador, pode
resultar em insercdo de uma sequéncia exdgena no genoma (knock-in) ou substituicdo alélica
(VIEIRA et al., 2016).

No caso das celulas procaridticas, o reparo da quebra da dupla-fita de DNA ocorre
quase exclusivamente pelo mecanismo de HDR. Desta forma, para a edi¢cdo génica pela
técnica de CRISPR-Cas9, é necessério fornecer a célula, alem da nuclease Cas9 e da molécula
de gRNA, uma molécula de DNA doador. Do contrario, a quebra da dupla-fita do DNA
gendmico procariotico resultara em morte celular (TOYMENTSEVA; ALTENBUCHNER,
2019; ALTENBUCHNER, 2016).

A inativacdo de um ou ambos os dominios -cataliticos da Cas9 origina,
respectivamente, a Cas9 nickase (nCas9) ou a dead Cas9 (dCas9). A primeira cliva apenas
uma das fitas do DNA-alvo, enquanto a segunda ndo possui atividade endonucleasica, mas
mantém a capacidade de reconhecer sequéncias especificas no genoma alvo. A dCas9 tem
sido amplamente aplicada na regulacdo da expressao génica, ao ser associada a fatores de
transcricdo, permitindo tanto 0 aumento quanto a repressao da transcri¢cdo de um gene (técnica
de CRISPR de interferéncia ou CRISPRIi). Além disso, a dCas9 pode ser fusionada a outras
proteinas, como GFP (do inglés Green Fluorescent Protein), para a marcagdo de regides
especificas do DNA genémico (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).

A versatilidade da técnica de edi¢do génica CRISPR-Cas9 permite sua utilizacdo em
diversos organismos, como células de mamiferos (inclusive células humanas), células
vegetais, fungos e bactérias. Recentemente, a técnica de CRISPR-Cas9 foi adaptada para uso
em B. subtilis, sendo desenvolvidos trés principais sistemas: sistema baseado em um Unico
plasmideo (ALTENBUCHNER, 2016), sistema baseado em dois plasmideos (SO et al., 2017)
e sistema de manutencdo cromossomal (WESTBROOK et al., 2016). Neste projeto, sera

utilizado o plasmideo desenvolvido por Altenbuchner (2016) (Figura 3).
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Figura 3 — Plasmideo pJOE8999 adaptado para a edi¢do génica com o sistema CRISPR-Cas9 em B.
subtilis.
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O plasmideo pJOE8999 contém o gene cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) sob controle do
promotor induzivel por manose Pmanp; 0 gene de resisténcia a canamicina (kanR); origem de replicagdo
do pUCL18 para E. coli; origem de replicacdo sensivel a temperatura de pE194%® para B. subtilis; a
sequéncia-universal (scaffold) do gRNA (sgRNA) transcrito do promotor semissintético Pyaner €
interrompido pelo fragmento lacZa (lacPOZ’) e o terminador Aoop. O plasmideo possui também o0s
sitios das enzimas de restricdo Bsal e Sfil para a clonagem da sequéncia-guia (spacer) do gRNA e do
DNA doador, respectivamente. Fonte: Adaptado de Altenbuchner (2016).

Em seu trabalho publicado, Altenbuchner (2016) comprovou a funcionalidade do
plasmideo pJOE8999 através da delecdo de duas grandes sequéncias no genoma de B. subtilis:
uma de 25,1 kb contendo o gene amyE e outra de 4,1 kb contendo 0s genes responsaveis pela
biossintese de um pigmento vermelho. Além disso, também utilizou o sistema CRISPR-Cas9

para o reparo da mutacao no gene trpC2 na linhagem de B. subtilis 168.

Desde entdo, o vetor desenvolvido por Altenbuchner (2016) foi utilizado em outros
trabalhos: Watzlawick and Altenbuchner (2019) integraram vérias copias do gene ganA ao
genoma da linhagem B. subtilis Regl19 para o aumento da produgdo de B-galactosidase; e
Boumezbeur et al. (2020) aplicaram o sistema para engenharia metabolica da via de
biossintese de purinas na linhagem B. subtilis 168 para a producdo de riboflavina. O
plasmideo pJOE8999 também serviu como base para criagdo de um “toolkit” para a edigdo
génica de fagos de B. subtilis (SCHILLING et al., 2018), para a criagdo de vetores com
diferentes reguladores da expressdo do gene cas9 (xilose e tetraciclina) e para comparar a

efetividade das nucleases Cas9 e a Cas9n na edigdo génica de B. subtilis Reg19, bem como
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para comprovar a auséncia do mecanismo de reparo de DNA por NHEJ em B. subtilis
(TOYMENTSEVA; ALTENBUCHNER, 2019).

O uso do plasmideo pJOE8999 neste projeto nos permitiu utilizar sistema CRISPR-
Cas9 para realizar edicbes no genoma de trés linhagens de B. subtilis de maneira rapida e
precisa, com o intuito de criar uma linhagem base produtora de surfactina que, futuramente e
ap6s mais edi¢bes gendmicas adequadas, poderd ser utilizada para producdo em escala
industrial do biossurfactante. A Figura 4 ilustra de maneira bastante simplificada o processo
de edicdo genémica das linhagens ap0s a transformacéo com este plasmideo, tendo inicio na
introducdo do sistema CRISPR-Cas9 na célula e reconhecimento do DNA alvo, seguido pela
clivagem da dupla fita de DNA pela Cas9 e, por fim, reparo desta quebra para incorporagdo

da mutacdo de interesse no genoma bacteriano.
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Figura 4 — Esquema simplificado da edicdo do DNA gendmico bacteriano pelo sistema CRISPR-
Cas9.
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Genoma bacteriano apés a edigao pelo sistema CRISPR-Cas9

A edigdo génica tem inicio com a transformagdo da bactéria com um plasmideo contendo o gene da
SpCas9 (Cas9 de Streptococcus pyogenes), 0 RNA-guia (JRNA) e o DNA doador. A Cas9 é uma
endonuclease. O gRNA é composto pela sequéncia-guia (ou spacer; em verde claro) e a sequéncia
universal (ou scaffold; em verde escuro). A primeira € uma sequéncia variavel de aproximadamente 20
nucleotideos, responsavel pelo pareamento com o DNA-alvo; a segunda é uma sequéncia de
aproximadamente 80 nucleotideos necessaria para a ativagdo da Cas9. A partir da expressdo da Cas9 e
transcricdo do gRNA pela célula, ocorre o reconhecimento do DNA-alvo no genoma bacteriano e
clivagem do mesmo pela Cas9. Para que a Cas9 clive 0 DNA-alvo é necessario que este apresente a
sequéncia PAM (NGG, no caso da SpCas9) proxima a sequéncia-alvo que sofrerd pareamento com a
sequéncia-guia do gRNA. A quebra da dupla fita de DNA é reparada através do mecanismo de
recombinacdo homdloga, tendo como molde o DNA doador. O DNA doador possui dois bragos de
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homologia (400 a 1500 pares de base cada) que flanqueiam a regido na qual esta contida a
modificacdo a ser inserida no genoma. Esta modificacdo pode ser a substituicdo, dele¢o ou adigdo de
uma sequéncia de DNA. Fonte: A autora, criado com Biorender.com e baseado em informacdes de
Doudna and Charpentier (2014), Vieira et al. (2016) e Altenbuchner (2016).

1.4. Sistema de sintético de autoinducéo da expressdo génica

O sistema sintético de autoindugdo da expressao génica foi desenvolvido pelo grupo
de pesquisa SynBio (CORREA et al., 2020) e consiste em dois médulos (Figura 5-A): 0
modulo de inducgdo SO, proveniente do sistema quorum-sensing de Aliivibrio fischeri, que é
composto do gene luxR sob controle do promotor Pwr € do gene luxl sob controle do
promotor Piux; € 0 modulo de resposta, ou promotor sintético R6, que leva este nome, pois
responde ao médulo de autoinducdo e pode controlar a expressdo de diferentes genes ou
operons. Este sistema é ortogonal e modular e, aléem disso, o promotor R6 mostrou-se 2,5
vezes mais forte que o promotor Psra No trabalho de Corréa et al. (2020). A autoinducdo do

sistema é ilustrada na Figura 5-B.
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Figura 5 — Sistema sintético de autoinducdo da expresséo génica.
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(A) Modulos de inducdo SO e resposta R6 que equivalem ao sistema sintético de autoinducdo da
expressdo génica de Corréa et al. (2020). O primeiro corresponde aos genes gene luxR e luxl sob
controle dos promotores Piuxr € Pux, respectivamente. O segundo é o promotor sintético R6 que
responde ao mddulo de inducéo e controla a expressdo do gene de interesse. (B) O funcionamento do
sistema tem inicio com a expressao das proteinas LUxR e Luxl. A proteina Lux| sintetiza uma pequena
molécula sinalizadora, AHL, que permeia entre 0 meio intra- e extracelular com facilidade. Uma vez
que a concentracdo extracelular de AHL atinge um limiar, dependente da concentracdo de células no
meio, esta liga-se a proteina LuxR no citoplasma. Entdo o complexo LuxR-AHL ativa 0 mddulo de
resposta (0 promotor R6) e a expressao do gene de interesse € iniciada. Fonte: Adaptado de Corréa et
al. (2020) com Biorender.com.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Manipulacdo da via metabdlica relacionada a producdo de sufactina em Bacillus

subtilis, com emprego do sistema de edicdo génica CRISPR-Cas9. As alteragdes

cromossomicas realizadas deverdo criar uma linhagem de B. subtilis cuja producdo de

surfactina sera controlada por um sistema sintético de autoindugéo da expressao génica.

2.2. Objetivos especificos

Introduzir e testar o sistema de edi¢do génica CRISPR-Cas9 em B. subtilis;
Restaurar a funcionalidade do gene sfp nas linhagens de B. subtilis 168, KO7 e A6;
Construir uma linhagem de B. subtilis produtora de surfactina;

Introduzir o sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica (modulo de
inducdo SO e moddulo de resposta R6) nas linhagens produtoras em duas
configuracdes: a montante do promotor Psria € substituindo o promotor Psa na
regulacao do operon srfA;

Substituir o promotor Psta pelo promotor duplo sintético constitutivo TP2 na
regulagéo do operon srfA nas linhagens produtoras;

Comparar as modificacdes realizadas na regulacdo do operon srfA com base na

producdo de surfactina pelas novas linhagens.

3. METODOLOGIA

3.1. Edigdes gendmicas

Este subtopico detalha as edi¢cBes gendmicas realizadas com auxilio do sistema

CRISPR-Cas9, as quais foram divididas de acordo com 0s genes que estdo relacionadas.

Desta forma, temos a modificacdo 1 que trata da restauracdo da funcionalidade do gene sfp e a

modificacdo 2 que engloba trés diferentes modificacdes, 2a, 2b e 2c, todas relacionadas a

regulacdo do operon srfA.
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3.1.1. Modificagdo 1

A modificagdo 1 consiste na substitui¢cdo do gene sfp com um sitio de terminagédo da
transcricdo (stop codon) prematuro do genoma das linhagens de B. subtilis 168, KO7 ¢ A6
pelo gene sfp com a delecdo do nucleotideo extra (uma adenina) na posi¢do 468 (em pares de
base, pb) e modificacdo de outros quatro nucleotideos. O intuito desta modificacdo foi
restaurar a funcionalidade do gene que expressa uma 4-fosfopanteteil transferase envolvida na
biossintese de surfactina e, com isso, possibilitar a producdo deste biossurfactante pelas

linhagens. A Figura 6 ilustra a modificagdo 1 simplificadamente.

Para realizar esta modificacdo, o gene sfp com stop codon prematuro foi escolhido
como DNA-alvo da Cas9 e utilizado no desenho da sequéncia-guia SG1 do gRNA. A
sequéncia de DNA doador SD1 consiste no gene sfp sem o nucleotideo extra e foram
modificados também outros quatro nucleotideos na sequéncia-alvo do gene e na PAM. O
DNA doador SD1 foi construido em duas partes: a parte 1A corresponde aos nucleotideos 1 a
466 do gene, e a parte 1B corresponde aos nucleotideos 461 a 649. As alteracBes de
nucleotideos citadas foram realizadas por mutacéo durante a amplificacdo por PCR das partes

1A e 1B com o DNA gendémico de B. subtilis A6 como molde.
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Figura 6 — Esquema simplificado da modificacdo 1 realizada nas linhagens B. subtilis 168, KO7 e A6
para restaurar a funcionalidade do gene sfp.
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A porcdo superior da figura ilustra o DNA gendmico das linhagens com o gene sfp com stop codon
prematuro e ndo-funcional. Apds a clivagem do DNA-alvo pela Cas9, o gene ndo-funcional sofreu
recombinagdo homologa (simbolizada pelas figuras pontilhadas em X) com o DNA doador SD1. Esta
modificacdo visa restaurar a funcionalidade do gene sfp, ilustrado no centro da figura, a partir da
delecdo do nucleotideo extra na posicdo 468 pb; também foram alterados outros quatro nucleotideos
na sequéncia-alvo e PAM do gene (posicbes 462, 465, 468 e 471 pb) de forma a evitar outro
reconhecimento pela Cas9. Estas alteracdes foram realizadas por mutacdo durante a amplificacdo por
PCR do DNA doador. A porcéo inferior da figura ilustra a molécula de DNA doador SD1 construida
em duas partes: 1A e 1B. A parte 1A corresponde aos pares de base 1 a 466 do gene sfp funcional,
enquanto a parte 1B corresponde aos pares de base 461 a 649. As duas partes possuem sitios de
restricdo das enzimas Sfil e Bsal, que serdo utilizados durante a etapa de clonagem no plasmideo
pJOE8999. Os seis nucleotideos em comum no final da parte 1A e inicio da parte 1B (nas posi¢des
461 a 466 pb) funcionardo como extremidades coesivas complementares que serdo ligadas apds a
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digestdo das duas partes com a enzima Bsal. H& um sitio de restricdo da enzima Bsal na posigdo 651
pb no gene sfp, entdo para ndo atrapalhar a etapa de clonagem do DNA doador SD1 no plasmideo
pJOEB999, os ultimos 24 pares de base do gene ndo foram incluidos na parte 1B. Fonte: A autora,
criado com Biorender.com.

3.1.2. Modificagédo 2

A modificacdo 2 engloba trés modificagdes diferentes, 2a, 2b e 2c, que ttm como
objetivo alterar a regulacdo da expressdo génica do operon srfA, responsavel pela biossintese
de surfactina. Estas trés modificacdes, ilustradas na Figura 7, estdo sendo realizadas
paralelamente nas linhagens 434 e 449. A producdo de surfactina foi avaliada apds cada
modificacdo e aquela que levar a maiores niveis de producdo serd mantida para projetos

futuros.

As trés modificagdes utilizam o mesmo alvo para acdo da Cas9 e, consequentemente,
a mesma sequéncia-guia do gRNA, a SG2. Para o desenho desta, 0 DNA-alvo foi a sequéncia
expandida do promotor Pga, presente no genoma das linhagens 168, KO7 e A6 entre os genes
hxIR e srfAA. A diferenca das modificacdes estd nas sequéncias de DNA doador utilizadas,
apresentadas na Figura 8.
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Figura 7 — Esquema simplificado para comparar a regulagdo do operon srfA no genoma de B. subtilis
sem edicdo génica e com as modificacOes 2a, 2b e 2c.
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Nas linhagens de B. subtilis sem modificagdo gendmica, o operon srfA (genes srfAA, srfAB, srfAC e
srfAD) da biossintese de surfactina é regulado pelo promotor Pgta. Na modificacdo 2a, o sistema
sintético de autoinducdo da expressdo génica desenvolvido por Corréa et al. (2020) serd inserido a
montante do promotor Pgta. Este sistema sintético é caracterizado pelo médulo de inducéo (sequéncia
S0) e pelo moédulo de resposta (promotor R6). Na modificagdo 2b, 0 promotor Pgta Sera substituido
pelo sistema sintético de autoinducao da expressdo génica de Corréa et al. (2020). Na modificagdo 2c,
0 promotor Pga sera substituido pelo promotor duplo sintético constitutivo TP2 de Liu et al. (2018). O
gene hxIR localizado anteriormente ao operon srfA ndo sofrerd alteragbes em nenhuma das
modificacdes. Sao ilustrados também os sitios de ligagdo do ribossomo, RBS1 e RBS 2, presentes nas
construcbes Fonte: A autora, criado com Biorender.com.
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Figura 8 — Esquema simplificado das modificacbes propostas 2a, 2b e 2c, comparando as sequéncias
de DNA doador.

Modificagao 2a e \
| DNA doador SD2 |
| [
I Sf BBp EcoRl BBs BBs Sfil |

Genoma RBS 1—— I |
VA | hxIR* SO0_R6 PsrifA L RBS1 |
' ; I B | [
I 2A 2B 2¢ I
E ; X . | |
DNA doador : : !
SD2 — hxIR* H SO_R6 M PsrfA ~RBS1— | BioBrick prefix (BBp) BioBrick suffix (BBs) :
Ay

| T 1 T \
: EcoRl Notl  Xbal Beul  Netl  Pstl :
l I

Modificagao 2b

G T T T T T T T T 1
Genoma  +—{AuRF-{Pera - ros 1 [BHARE— | DNA doador D3 |
' : s Bsal Bsa  Bsal Bsal s :
' ' ' ! .'
: hxiR* SO_R6 RBS 1 {srfAA%| :
: : : i I | I | \
' H H : T T T
DNA doador —hxir+H S0_Ré  RBS 1 {sHAAH— ! 3A 3B 3C :
SD3 \ o _____
Modificagao 2¢
Genoma < hxIR*|—| PsrfA —{sraa+—» : DNA doador SD4 :
: 5 : : : Sl Bsal Bsal Bsal Bsal  SAl |
[
! hxIR* TP2 HRBS2 SrfAA [
: : : : |
: . ; - | \ \ | |
DNA doador — hxir*H TP2 HRBS 2HsrfAd— ' aA 48 ac '
I |

SD4

hxIR* e srfAA* sdo sequéncias parciais dos genes hxIR e srfAA, respectivamente; Psia € TP2 sdo
promotores; SO_R6 sdo as sequéncias dos modulos de inducdo e resposta do sistema sintético de
autoinducdo da expressao génica; RBS 1 e RBS 2 sdo sitios de ligacdo do ribossomo. A sequéncia de
DNA doador SD2 é composta das partes 2A (hxIR*), 2B (S0_R6) e 2C (Ps-RBS 1); o DNA doador
SD3 é composto das partes 3A (hxIR*), 3B (S0_R6) e 3C (RBS 1-srfAA*); e 0 DNA doador SD4 é
composto das partes 4A (hxIR*), 4B (TP2-RBS 2) e 4C (srfAA*). E ilustrado também as enzimas de
restricdo utilizadas na construgéo das sequéncias de DNA doador, sendo elas: Sfil, EcoRI, Bcul e Bsal.
Os BioBricks prefix e suffix sdo partes bioldgicas pré-determinadas compostas, respectivamente, dos
sitios das enzimas de restricdo EcoRI-Notl-Xbal e Bcul(Spel)-Notl-Pstl. Fonte: A autora, criado com
Biorender.com.

A modificacdo 2a refere-se a adicdo da sequéncia SO e o promotor R6, que

correspondem ao sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica (CORREA et al.,
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2020) a montante do promotor Psra que controla a expressdo do operon srfA no genoma das
linhagens de B. subtilis. A sequéncia de DNA doador SD2 (Figura 8) foi composta de trés
partes: sequéncia parcial do gene hxIR (parte 2A); sequéncia SO_R6 (parte 2B) e promotor
Psrta € do sitio de ligacdo do ribossomo RBS 1, que é natural desta regido do genoma (parte
2C).

Na modificacdo 2b, o promotor Psa foi substituido pelo sistema sintético de
autoinducdo da expressdo génica, a sequéncia SO e o promotor R6. A sequéncia de DNA
doador SD3 (Figura 8) foi composta de trés partes: sequéncia parcial do gene hxIR (parte 3A);

sequéncia SO_R6 (parte 3B) e 0 RBS 1 e sequéncia parcial do gene srfAA (parte 3C).

J& na modificacdo 2c, o promotor Psia foi substituido pelo promotor duplo sintético
constitutivo TP2 desenvolvido por Liu et al. (2018), assim como o sitio de ligacdo do
ribossomo RBS 2. A sequéncia de DNA doador SD4 (Figura 8) foi composta de trés partes:
sequéncia parcial do gene hxIR (parte 4A); o promotor TP2 e 0 RBS 2 (parte 4B) e sequéncia
parcial do gene srfAA (parte 4C).

3.2. Linhagens, plasmideos, sequéncias e oligonucleotideos utilizados
As linhagens de Escherichia coli foram utilizadas durante a construcdo e clonagem
dos plasmideos, enquanto as linhagens de B. subtilis foram utilizadas para a edicdo génica
pelo sistema CRISPR-Cas9 e producdo de surfactina. A Tabela 1 detalha as linhagens

utilizadas.



Tabela 1 — Linhagens bacterianas utilizadas neste estudo.
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Linhagem Caracteristicas Fonte ou referéncias
Células quimicamente competentes.
E_ coli IM109 recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(r", my*), mcrA, supE44, Yanisch-Perron et al.
' gyrA96, relAl, &, A(lac-proAB), F’(traD36, proAB +, lacl?, (1985)
(AlacZ)M15)
Células quimicamente competentes.
. mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), Phi80lacZ(del)M15, AlacX74, .
E. coli TOP10 deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, Invitrogen
rpsL(SmR), endA1, nupG
B. SUbZtlllésszA e Tipo selvagem. Produz surfactina. BGSCID 3A22
Derivada de B. subtilis Marburg. Auxotréfica para triptofano.
B. subtilis 168 Né&o produz surfactina. BGSCID 1A1
trpC2
Derivada de B. subtilis PY79. Livre de proteases extracelulares.
B. subtilis KO7 N&o produz surfactina. BGSCID 1A1133
AnprE, AaprE, Aepr, Ampr, AnprB, Avpr, Abpr
Derivada de B. subtilis 168, com reducéo de 7,7% no genoma.

- N&o produz surfactina.

B. subtilis A6 Cm, trpC2, Askin, ICEBs1(0), Aprophagel, Aprophage3, BGSID 1A1299
ASPbeta, APBSX, pks::Cm

- Derivada de B. subtilis 168. Substituicdo do gene sfp utilizando
2\ subiifis A2 o sistema CRISPR-Cas9. Produz de surfactina. ESi S

- Derivada de B. subtilis KO7. Substituicdo do gene sfp
B. subtilis 434 utilizando o sistema CRISPR-Cas9. Produz de surfactina. Este estudo
B. subtilis 449 Derivada de B. subtilis A6. Substitui¢do do gene sfp utilizando Este estudo

B. subtilis 434-2a

B. subtilis 449-2a

B. subtilis 434-2b

B. subtilis 449-2b

B. subtilis 434-2c

B. subtilis 449-2c

0 sistema CRISPR-Cas9. Produz de surfactina.
Derivada de B. subtilis 434. Insercao do sistema sintético de
autoinducdo da expressdo génica (SO_R6) a montante do
promotor Pgra Na regulacdo do operon srfA, utilizando o
sistema CRISPR-Cas9. Produz de surfactina.
Derivada de B. subtilis 449. Insercéo do sistema sintético de
autoinducdo da expressdo génica (SO_R6) a montante do
promotor Pga Na regulacdo do operon srfA, utilizando o
sistema CRISPR-Cas9. Produz de surfactina.
Derivada de B. subtilis 434. Substituicdo do promotor Psia pelo
sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica (SO_R6)
na regulacdo do operon srfA, utilizando o sistema CRISPR-
Cas9. Produz de surfactina.

Derivada de B. subtilis 449. Substituicdo do promotor Psia pelo
sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica (SO_R6)
na regulagdo do operon srfA, utilizando o sistema CRISPR-
Cas9. Produz de surfactina.

Derivada de B. subtilis 434. Substituicdo do promotor Pssa pelo
promotor duplo sintético constitutivo TP2 na regula¢do do
operon srfA, utilizando o sistema CRISPR-Cas9. Produz de
surfactina.

Derivada de B. subtilis 449. Substituicdo do promotor Psia pelo
promotor duplo sintético constitutivo TP2 na regulacédo do
operon srfA, utilizando o sistema CRISPR-Cas9. Produz de
surfactina.

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Fonte: A autora.

Durante as etapas de clonagem e transformacéo, tanto as linhagens de E. coli quanto as

linhagens de B. subtilis foram cultivadas em meio Lysogeny Broth (LB), com adicdo de agar
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(16,0 g/L) e canamicina (concentracdo final de 50,0 pg/mL para E. coli e 5,0 pg/mL para B.
subtilis), quando necessario. Para as etapas de producdo de surfactina, as linhagens de B.
subtilis foram cultivadas em meio complexo rico em agucar (meio PW) composto por: 60,0
g/L glicose, 1,0 g/L extrato de levedura, 25,0 g/L NaNOs, 0,333 g/L KH2PO4, 1,0 g/L
Na2HPO4-12H,0, 0,15 g/L MgSO4-7H.0, 7,5 mg/L CaClz, 6,0 mg/L MnSO4-H20 e 6,0 mg/L
FeSO4-7H20, pH 7,0 (YANG et al., 2015).

O plasmideo pJOE8999 foi adaptado para utilizagdo do sistema CRISPR-Cas9 em B.
subtilis por Altenbuchner (2016) e doado cordialmente pelo autor. A Tabela 2 descreve os
plasmideos construidos para este estudo a partir do plasmideo pJOE8999, as sequéncias-guias
do gRNA e as sequéncias de DNA doador. Os oligonucleotideos utilizados no estudo séo
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 2 — Plasmideos, sequéncias-guias do gRNA e sequéncias de DNA doador utilizados neste

estudo.

Plasmideo, sequéncia-
guia ou DNA doador

Fonte ou

Caracteristicas N
referéncias

pJOES999
pJOES999(SG1)

pJOE8999(SG2)

pJOE8999(SG1+SD1)

pJOE8999(SG2+SD2)

pJOE8999(SG2+SD3)

pJOE8999(SG2+SD4)

SG1

SG2

SD1

SD2

SD3

SD4

Altenbuchner
(2016)

Este estudo

Plasmideo base.

Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG1
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal.
Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG2
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal.
Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG1
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal e sequéncia
de DNA doador SD1 clonada entre os sitios da enzima de
restricdo Sfil.

Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG2
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal e sequéncia
de DNA doador SD2 clonada entre os sitios da enzima de
restricdo Sfil.

Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG2
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal e sequéncia
de DNA doador SD3 clonada entre os sitios da enzima de
restricdo Sfil.

Derivado do plasmideo pJOE8999. Sequéncia-guia SG2
clonada entre os sitios de restricdo da enzima Bsal e sequéncia
de DNA doador SD4 clonada entre os sitios da enzima de
restricdo Sfil.

Sequéncia-guia do gRNA com alvo no gene sfp com stop
codon prematuro no genoma de B. subtilis 168, KO7 e A6.
Sequéncia-guia do gRNA com alvo na regido do promotor Psrta
que regula o operon srfA em B. subtilis.

Sequéncia de DNA doador composta pelos primeiros 649 pb do
gene sfp de B. subtilis 168, com a remocéao do nucleotideo extra
(uma adenina na posicdo 468 pb) e alteragdo dos nucleotideos
nas posicdes 462 (C por T), 465 (A por G), 469 (G por A) e
471 pb (A por G).

Sequéncia de DNA doador composta pelos altimos 298 pb do
gene hxIR, os 102 pb seguintes no genoma da regido
regulatéria; a sequéncia SO; o promotor R6; e a sequéncia
expandida do promotor Psa com alteracdo do nucleotideo na
posicdo 119 pb (G por C).

Sequéncia de DNA doador composta pelos dltimos 298 pb do
gene hxIR, os 102 pb seguintes no genoma da regido
regulatoria; a sequéncia SO; o promotor R6; e os primeiros 400
pb do gene srfAA do operon srfA.

Sequéncia de DNA doador composta pelos ultimos 298 pb do
gene hxIR, os 102 pb seguintes no genoma da regido
regulatodria; a sequéncia do promotor TP2; e os primeiros 400
pb do gene srfAA do operon srfA.

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo;
Corréa et al.
(2020)

Este estudo; Liu
et al. (2018)

Fonte: A autora.
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Nome ID Sequéncia Funcéo
SG1 fw #299 TACGAAAGCTTTATCAAACAAGGA
SG1 rv #300 AAACTCCTTGTTTGATAAAGCTTT
SG2_fw #462 TACGAAAGATTGAACGCAGCAGTT
SG2 rv #463 AAACAACTGCTGCGTTCAATCTTT Anelamento de
oligonucleotideos
TAAATCTCAAAAAGGTGTTGACATTCAAAACAAAATATGG
TP2(4B) fw  #563 TATAATGCCCCCAAAATCGCAAAAAAGTGTTGACAACTTA
ACTCAGATCTGGTATAATAGAAAAAGAAGGAGATA
TGTATATCTCCTTCTTTTTCTATTATACCAGATCTGAGTTAA
TP2(4B) rv  #564 GTTGTCAACACTTTTTTGCGATTTTGGGGGCATTATACCATA
TTTTGTTTTGAATGTCAACACCTTTTTGAGA
1A fw #301 AAGGCCAACGAGGCCATGAAGATTTACGGAATTTATATGG
1A rv #302 TCTGGGTCTCGCTTAATAAAGCTTTCTTTCATTGACCATAG
1B fw #303 TCTGGGTCTCTTAAGCAAGAGGGCAAAGGCTTATCGCTTC
1B_rv #356 AAGGCCTTATTGGCCTTGTGATATCCTCGGGGAAATC
AAGGCCAACGAGGCCTAAATGGAAAATGCTCATTTTATGG
2A-3A-4A fw  #464 ATTTAC
oA #4097 TCGACTCTAGAAGCGGCCGCGAATTCTCTTTTTTTATTGCTG
v AATGCAATTTACAATC
2B fw #17 GCTAGAATTCTTAACTTTTAAAGTATGGGCAATC
2B rv #124 CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG
2C fw 4493 CGCTATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTTGAACGCAGCAGTTT
— CGTTTAAAAATTTTTATTTTTCTGTAAATAATGTTTAGTGG O|igonuc|eotide03 para
aC 44gg AAGGCCTTATTGGCCATTGTCATACCTCCCCTAATCTTTATA amplificacao de sequéncias
_Iv AGCAG por PCR.
3A_rv #535 TCTGGGTCTCTCTTTTTTTATTGCTGAATGCAATTTACAATC
TCTGGGTCTCAAAAGAAACTTTTAAAGTATGGGCAATCAAT
3B_fw #536 TGCTC
3B 4537  TCTGGGTCTCCCTAATACTACATTTATTATACAACAAACCA
L TTTTCTTGCG
TCTGGGTCTCATTAGGGGAGGTATGACAATATGGAAATAA
3C_fw #538 C
4A 4533  TCTGGGTCTCATTTAATCTTTTTTTATTGCTGAATGCAATTT
S ACAATC
TCTGGGTCTCATACATATGGAAATAACTTTTTACCCTTTAAC
4C_fw #534 GGATG
AAGGCCTTATTGGCCACCACACTTCATTTTCCTTTATGGTGA
3C-4C_rv #539 AC
JOEB999.seq-
p Py @ 4357 AACCATCACTGTACCTCCCAAC Oligonucleotideos de
sequenciamento do
pIOEB99.5eq-  5pg GAGACAAACCAATACGTGAACAAG plasmideo pJOE8999

v

O numero de identificacdo dos oligonucleotideos (ID) refere-se a sua identificacdo na colecdo de
oligonucleotideos do grupo de pesquisa SynBio. Fonte: A autora.
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3.3. Etapas comuns

3.3.1. Desenho e obtencdo do RNA-guia (JRNA)

O desenho das sequéncias-guias dos gRNAs foi feito utilizando ferramentas de
analise das plataformas online IDT
(https://www.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM) e CRISPR RGEN
Tools (http://www.rgenome.net/cas-designer/), onde foram inseridas as sequéncias de DNA-
alvo e obtidas possiveis sequéncias-guias para os gRNAs. A escolha das sequéncias-guias a
serem utilizadas foi baseada na pontuacdo fornecida, porcentagem de guanina e citosina,
auséncia de sequéncia de terminacdo da transcricdo e presenca da PAM caracteristica da
SpCas9 (“NGG”).

A partir da escolha de uma sequéncia-guia de 20 nucleotideos, esta foi utilizada para
o desenho de oligonucleotideos complementares, com acréscimo dos nucleotideos “TACG” e
“AAAC” na extremidade 5° das fitas direta e reversa, respectivamente. Os quatro
nucleotideos acrescentados em cada fita sdo complementares as extremidades coesivas
resultantes no plasmideo pJOE8999 ap0os sua digestdo com a enzima de restricdo Bsal, onde a
sequéncia-guia foi inserida a montante da sequéncia-universal do gRNA ja presente no

plasmideo. Os oligonucleotideos foram adquiridos da empresa Exxtend.

Os oligonucleotideos referentes as sequéncias-guias dos gRNAs foram anelados para
formar uma sequéncia dupla-fita conforme o protocolo: em um microtubo, foram
acrescentados 10 pL oligonucleotideo fita direta (100uM), 10 pL oligonucleotideo fita
reversa (100puM) e 80 pL Tampé&o TE; a mistura foi incubada em um termobloco a 100°C por
10 minutos; aguardou-se até a temperatura baixar a 40°C. Por fim, o microtubo foi incubado a
temperatura ambiente por 5 minutos e 0 DNA presente na amostra foi quantificado no leitor

de placas Tecan Infinite 200 Pro (Tecan, Méannedorf, Switzerland).

3.3.2. Desenho e obtencdo do DNA doador

As sequéncias de DNA doador séo responsaveis pelo reparo da dupla fita de DNA do
genoma bacteriano pelo mecanismo de recombinacdo homdloga. Neste estudo, as sequéncias
foram construidas em partes: o centro da sequéncia possuia a hova por¢do que seria inserida
no genoma bacteriano, e duas sequéncias flanqueadoras de 200 a 500 pares de base que atuam

como “bracos de homologia” durante a recombinagdo homologa. Como a maioria das partes
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das sequéncias de DNA doador foi obtida através de amplificagdo por PCR do DNA
gendmico de B. subtilis ou do plasmideo pBS3Clux_luxRI_Plux3.2, foi necessario apenas o
desenho dos oligonucleotideos (j& apresentados na Tabela 3) utilizados nestas reacGes de
PCR, os quais continham também sitios de enzimas de restricdo Bsal e/ou Sfil. A excecdo foi
a parte 4B que consiste no promotor duplo sintético constitutivo TP2 de Liu et al. (2018), ja

gue esta sequéncia precisou ser comprada como um par de oligonucleotideos.

A Tabela 4 detalna o DNA molde, oligonucleotideos e enzima DNA polimerase
utilizados nas reacbes de PCR, as quais foram montadas de acordo com o protocolo do
fornecedor das enzimas DNA polimerases Time Hifi (ECRA biotec) ou Phusion High-fidelity

(Thermo Fisher Scientific).

Tabela 4 — Detalhes das reagdes de PCR realizadas.

dgell\(ljﬁr Parte DNA molde Oligonucleotideos Enzima ;I'L\:/I)
sD1 1A (491 pb) gDNA linhagem A6 1A fwe 1A rv Time 52
1B (214 pb) gDNA linhagem A6 1B fwe 1B rv Time 52

2A (441 pb) gDNA linhagem A6 2A-3A-4A _fwe 2A v Time 58

SD2 2B (1796 pb) pBS3Clux_luxRI_Plux3.2 2B_fwe 2B rv Time 55
2C* (511 pb) gDNA linhagem A6 2C_fwe2C_rv Time 58

3A (425 pb) gDNA linhagem 168 2A-3A-4A fwe 3A rv Time 58

SD3 3B (1793 pb) pBS3Clux_luxRI_Plux3.2 3B_fwe 3B_rv Phusion 72
3C (445 pb) gDNA linhagem 168 3C _fwe 3C-4C_rv Time 58

sp4 4A (431 pb) gDNA linhagem 168 2A-3A-4A fwe 4A rv Time 58
4C (431 pb) gDNA linhagem 168 4C_fw e 3C-4C_rv Time 58

O tamanho das sequéncias em pb leva em conta os sitios de enzimas de restri¢do adicionados apos a
PCR. *A parte 2C passou por mutagdo de nucleotideos durante a reacdo de amplificacdo por PCR, o
oligonucleotideo 2C_fw foi desenhado especificamente para isto. Enzimas DNA polimerases Time
Hifi (ECRA biotec) e Phusion High-fidelity (Thermo Fisher Scientific). TM é a temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos. Fonte: A autora.

Os produtos de PCR foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% e
purificados com o kit GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals), seguindo as
especificacbes do fornecedor. No caso das partes 2B e 3B, que apresentaram bandas
inespecificas, 0 mesmo kit também foi utilizado para purificar a banda correspondente ao
produto de PCR de interesse do gel de agarose 1% (m/v) apos a eletroforese. O DNA foi

quantificado apds a purificacao.

A parte 4B (141 pb), referente ao promotor TP2, foi obtida através do anelamento
dos oligonucleotideos TP2(4B) fw e TP2(4B)_rv, seguindo o mesmo protocolo de

anelamento das sequéncias-guias do gRNA. Estes oligonucleotideos foram desenhados para
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que, apos o anelamento, ficassem com extremidades coesivas complementares as partes 4A e

4C digeridas com a enzima Bsal.

3.3.3.  Construcdo dos plasmideos e clonagem em E. coli

A primeira etapa da construcdo dos plasmideos consistiu na inser¢do da sequéncia-
guia do gRNA. Para isto, cerca de 1500 ng do plasmideo pJOE8999 foram digeridos com a
enzima de restricdo Bsal-HFv2 (New England Biolabs Inc.), sequindo as especificacdes da
reacao descritas pelo fornecedor. A reacdo foi incubada em banho termostatizado a 37°C por 2
a 4 horas. Entdo a reacgéo foi incubada em termobloco a 80°C por 20 minutos para inativacéo

térmica da enzima de restrigéo.

Como a sequéncia-guia apresenta extremidades coesivas complementares ao
plasmideo digerido, seguiu-se para a reacao de ligacdo, na qual foram adicionados 20 ng de
plasmideo pJOE8999 digerido e a sequéncia-guia na proporcdo 1:150 (plasmideo:inserto).
Utilizou-se a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) e o volume final da reacédo
foi 10 pL, seguindo as demais especificacdes do fornecedor. A reacdo foi incubada a 22°C por
2 horas. A reacdo controle foi preparada com todos os reagentes da reacdo de ligacdo, com
excecdo da sequéncia-guia (inserto).

Ambas as reagdes, ligacdo e controle, foram transformadas por choque-térmico em
E. coli TOP10 quimicamente competente seguindo o protocolo usual (Anexo B-b). As
transformacGes foram plaqueadas em meio LB-&gar acrescido de canamicina 50 pg/mL e
incubadas a 37°C por 12 a 18 horas. As colbnias transformadas pela reacdo de ligacao foram
inoculadas em meio LB liquido acrescido de canamicina 50 pg/mL e incubadas a 37°C e 220
rpm por 12 a 18 horas. O plasmideo foi extraido dos indculos utilizando o kit PureYield™
Plasmid Miniprep System (Promega). A ligacdo do inserto ao plasmideo foi confirmada por
sequenciamento de DNA no equipamento sequenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), utilizando os reagentes do kit BigDye® Mix Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific) e seguindo o protocolo no Anexo B-f.
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3.3.3.1. Construcéo dos plasmideos pJOE8999(SG1+SD1),
pJOE8999(SG2+SD2) e pJOEB999(SG2+SD3)

Assim que foi confirmado por sequenciamento a presenca da sequéncia-guia no
plasmideo, 1500 ng do plasmideo foram digeridas com a enzima Sfil (New England Biolabs
Inc.), seqguindo as especificacbes de reacdo do fornecedor, com incubacdo em banho
termostatizado a 50°C por 2 a 4 horas. Posteriormente, foi realizada a eletroforese da reacéo
de digestdo em gel de agarose 1% (m/v). A banda referente ao plasmideo digerido foi
purificada do gel utilizando o kit GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals), para garantir

que apenas plasmideo digerido estivesse presente nas etapas seguintes.

As partes referentes ao DNA doador foram digeridas de acordo com os sitios das
enzimas de restricdo presentes em suas extremidades, seguindo os protocolos de digestdo
especificados pelos fornecedores. Os detalhes sdo apresentados na Tabela 5. No caso das
digestdes que utilizaram outra enzima juntamente com a enzima Sfil, esta Gltima s6 foi

adicionada apos finalizado o periodo de incubacéo a 37°C para atividade da primeira enzima.

Tabela 5 — Detalhes das reacGes de digestdo realizadas nas sequéncias de DNA doador.

DNA doador rartese c[l)ul\?z\tidade de uIEtﬂizZi;ndfs Incubagéo Procedimento final
SD1 1A (1500 ng) Bsal e Sfil %Z):CC:Z [;%2221%2255, Purificacdo do
1B (1500 ng) Bsal e Sfil 'fsgfé r:)%rr 22 fllq%rrz: DNA
rpwor  semesn  GERENE
sD2 2B (1500 ng) Bcul e EcoRl 37°C por 2 horas Purlfgﬁﬁo do
2C (1500 ng) Beul e Sfil ’g)% r;%rr 2‘2 fllq%r;:
3A (1500 ng) Bsal e Sfil ?ég% %%fr 3; f;]%rrzss: Purif[ijcsc:o do
SD3 3B (1500 ng) Bsal 37°C por 3 horas Inativagdo térmica
cwsm  swesn  Temimm e

Enzimas Bsal (HFv2) e Sfil da empresa New England Biolabs Inc. e enzimas Bcul (FastDigest) e
EcoRI (FastDigest) da empresa Thermo Fisher Scientific. Incubacdo em banho termostatizado.
Inativacdo térmica da enzima Bsal (HFv2) em termobloco a 80°C por 20 minutos. Fonte: A autora.

Apo0s a etapa de digestdo das sequéncias de DNA doador e dos plasmideos, foram
realizadas as reaces de ligacdo. Foram utilizados 20 ng de plasmideo digerido com a enzima
Sfil e a quantidade dos insertos variou dependendo da sequéncia de DNA doador utilizada,

conforme mostra a Tabela 6, bem como o tempo de incubacdo da reacdo no termoshaker. O
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volume final das reacdes foi 10 pL e a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) foi
utilizada para todas as reacdes. As reacGes de controle possuiam todos 0s reagentes, exceto 0s

insertos.

Tabela 6 — Proporc6es das reacdes de ligacdo entre plasmideos e as sequéncias de DNA doador

Reacdo de ligacéo Proporcao (plasmideo:insertos) Enzima utilizada Incubacéo
pJOEB999(SG1) + SD1 1:10:10 (P:1A:1B) T4 DNA Ligase 22°C por 1 hora
pJOE8999(SG2) + SD2 1:10:3:10 (P:2A:2B:2C) T4 DNA Ligase 22°C por 2 horas
pJOE8999(SG2) + SD3 1:10:3:10 (P:3A:3B:3C) T4 DNA Ligase 22°C por 2 horas

pJOEB999(SG1) representa o plasmideo pJOE8999 com a sequéncia-guia do gRNA SG1, enguanto
pJOEB999(SG2) representa o plasmideo pJOE8999 com a sequéncia-guia do gRNA SG2. Enzima T4
DNA Ligase da Thermo Fisher Scientific. Fonte: A autora.

As reacdes de ligacdo e controle foram transformadas por choque-térmico em E. coli
JM109 quimicamente competente seguindo o protocolo wusual (Anexo B-b). As
transformacGes foram plaqueadas em meio LB-&gar acrescido de canamicina 50 pg/mL e
incubadas a 37°C por 12 a 18 horas. As coldnias transformadas pela reacdo de ligacao foram
inoculadas em meio LB liquido acrescido de canamicina 50 pg/mL e incubadas a 37°C e 220
rpm por 12 a 18 horas. O plasmideo foi extraido das culturas. A ligagdo do DNA doador ao
plasmideo foi confirmada por sequenciamento de DNA.

3.3.3.2. Construcao do plasmideo pJOE8999(SG2+SD4)

Foi descoberto pelo nosso grupo de pesquisa em um projeto paralelo, que também
usava 0 promotor sintético TP2, que a clonagem de trés insertos em um vetor a0 mesmo
tempo era mais facil seguindo o protocolo adaptado de An et al. (2010), entdo 0 mesmo

protocolo foi utilizado neste projeto conforme é descrito abaixo.

Primeiramente foi realizada uma etapa de digestdo e ligacdo dos insertos na mesma
reacdo, visando ligar as trés partes para obter apenas um inserto. Para isto, as partes 4A, 4B e
4C foram adicionados & uma reagdo com a enzima de restricdo Bsal e a enzima T4 DNA
Ligase, conforme a Tabela 7. Esta reagdo foi incubada em termociclador e os ciclos de

variacdo de temperatura sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 7 — Reacéo de digestdo e ligagdo de mais de um inserto.

Reagentes Quantidade
Agua ultrapura 14,36 pL
Tampé&o da enzima T4 Ligase (10x) 2,0 uL

Parte 4A 0,94 pL (100 ng)
Parte 4B 0,90 pL (150 ng)
Parte 4C 0,80 pL (100 ng)

Enzima T4 DNA ligase 0,50 pL

Enzima Bsal 0,50 pL

Volume final 20,0 pL

Enzimas Bsal (HFv2) da empresa New England Biolabs Inc. e enzima T4 DNA Ligase da Thermo
Fisher Scientific. Fonte: A autora.

Tabela 8 — Ciclos de incubacdo no termociclador para a reacdo de digestdo e ligacdo de mais de um
inserto.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Ativacdo da enzima de restri¢do 37°C 5 min 50
Ativacao da ligase 16°C 5 min
Inativacéo 80°C 20 min 1
Manutencdo 10°C 0

Fonte: A autora.

A etapa seguinte foi a reacdo de PCR do produto da reacdo de digestdo e ligacdo para
amplificar o inserto de interesse, isto €, a sequéncia de DNA doador SD4 (4A+4B+4C). A
reacdo de PCR utilizou como molde 0,5 pL do produto da reacdo de digestdo e ligagéo, os
oligonucleotideos 2A-3A-4A fw e 3C-4C_rv e a enzima DNA polimerase Time Hifi (ECRA
biotec), seguindo o protocolo do fornecedor. A temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos utilizada foi 58°C. Apos a reacdo de PCR, foi feita uma eletroforese em gel
de agarose 1% (m/v) com todo o volume da reagcdo. A banda de interesse (951 pb) foi
purificada utilizando o kit GENECLEAN® Turbo Kit (MP Biomedicals) e 0 DNA resultante

foi quantificado.

Uma vez que a sequéncia de DNA doador SD4 foi recuperada, aproximadamente 900
ng desta sequéncia foram digeridos com a enzima de restricdo Sfil (New England Biolabs
Inc.), de acordo com as especificacdes de reacdo do fornecedor. A reacdo de digestdo foi
incubada em banho termostatizado a 50°C por 3 horas e, ap0s este periodo, o DNA digerido

foi purificado e quantificado.
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Finalmente, a sequéncia de DNA doador SD4 foi ligada ao plasmideo
pJOEB999(SG2) que também havia sido digerido com a enzima Sfil. A reacdo de ligacéo foi
preparada com 50 ng de plasmideo e a sequéncia SD4 na proporcdo 1:5 (plasmideo:inserto),
com o volume final de 10 pL de reagdo. Foram testadas também as proporgdes 1:4 e 1:10.
Utilizou-se a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific), seguindo as demais
especificacbes do fornecedor. A reacdo de controle foi preparada com todos os reagentes
exceto o inserto. As reacdes foram incubadas a 22°C por 2 horas. As etapas de transformacéo
em E. coli, selecdo e confirmacdo de colbnias positivas e construcdo do plasmideo foram
realizadas conforme descrito no tépico 3.3.3.1.

3.3.4. Transformacdo em B. subtilis e edicdo gendmica pelo sistema CRISPR-
Cas9

A primeira etapa consistiu na transformacdo das células de B. subtilis, expressdo da
Cas9 e edicdo génica. As células quimicamente competentes de B. subtilis foram
transformadas com 1000 a 1500 ng do plasmideo pJOE8999 completo, com o gRNA e o
DNA doador, seguindo o protocolo usual de transformacdo (Anexo B-d). Volumes de 20, 50 e
100 pL da transformagdo foram inoculados em placas e meio LB-agar, acrescido de
canamicina 5 pg/mL e manose 0,2% (m/v). As placas foram incubadas em estufa a 30°C por

dois dias e o crescimento de coldnias foi acompanhado durante este periodo.

A etapa seguinte foi a perda do plasmideo, na qual col6nias isoladas foram coletadas
das placas da transformacdo e estriadas com palito de dente placas novas de meio LB-agar
(sem antibidtico). As placas e meio LB-agar foram divididas em até dez partes para evitar o
desperdicio de material; uma coldnia foi devidamente identificada e estriada em cada parte.
As placas foram incubadas em estufa a 42°C (para a transformacao das celulas competentes
das linhagens 168 e KO7) e 44°C ou 45°C (para a transformacao das células competentes das
linhagens A6, 434 e 449) por um dia.

A confirmac&o da perda do plasmideo foi feita através da selecdo e coleta de colbnias
isoladas que cresceram nas placas de LB da etapa anterior. As coldnias foram divididas ao
meio, sendo metade estriada em placas de placas de meio LB-agar e outra metade estriada em
placas e meio LB-agar acrescido de canamicina 5 pg/mL. As placas de meio LB-agar foram

divididas em até oito partes para evitar o desperdicio de material; metade de uma coldnia foi
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devidamente identificada e estriada em cada parte. As placas foram incubadas em estufa a

37°C por um dia.

No dia seguinte, as col6nias que cresceram apenas na placa de LB foram aquelas que
perderam o plasmideo. Estas col6nias foram selecionadas e novamente divididas ao meio:
metade da col6nia foi inoculada em meio LB liquido (sem antibi6tico) para que seja feito
estoque; enquanto a outra metade da col6nia foi utilizada na PCR de col6nia (protocolo no
Anexo B-e) e sequenciamento do produto de PCR para confirmar a edicdo do genoma das

bactérias.

3.3.5. Cultivos: analise do crescimento celular e producéo de surfactina

Para producdo de surfactina, as linhagens foram cultivadas em meio de cultivo PW
em tubos de ensaio ou tubos graduados de centrifuga de 50 mL, incubados a 37°C e agitacdo
de 220 rpm por até 48 horas. Foram retiradas amostras ao longo do cultivo para avaliar a
densidade Optica a 600 nm (DOsoo) € a producdo de surfactina. Todos os experimentos foram
realizados com trés replicatas bioldgicas. Os volumes e tempo de incubacdo do cultivo

variaram dependendo do teste realizado e serdo detalhados no topico de resultados.

A DOego das amostras de cultivo foi avaliada em placa de 96 pogos branca com
fundo transparente no leitor de placas Tecan Infinite 200 Pro (Tecan, Mannedorf,
Switzerland), utilizando 200 pL de amostra de cultivo, com agitacdo orbital por 20 segundos e
amplitude de 6 mm, seguida pela leitura de absorbancia a 600 nm. As amostras foram diluidas

em meio de cultivo PW quando necessario.

Paralelamente, as amostras foram centrifugadas a 17.000 xg por 10 minutos e o
sobrenadante foi utilizado para quantificar surfactina através do método colorimétrico
baseado em cloreto de cetilpiridinio (CPC) e azul de bromotimol (BTB), formando o
complexo CPC-BTB descrito por Yang et al. (2015). A reacdo foi preparada em placa
transparente de 48 pocgos contendo 100 pL de sobrenadante do cultivo (se necessario, diluido
em meio de cultivo PW) e 800 pL de CPC-BTB 0,1 mM (tamponado em PBS 0,1 M pH 8,0)
e incubada a temperatura ambiente por cinco minutos. Ap6s o periodo de incubacdo, a
absorbancia das amostras foi quantificada no mesmo leitor de placas no comprimento de onda
de 600 nm. A curva de calibracdo foi construida com surfactina comercial (Sigma-Aldrich,
grau HPLC). Este protocolo é baseado em YANG et al. (2015).
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Para analise da producgdo de surfactina em HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), foram retiradas amostras de cultivo de 1 a 5 mL e estas amostras foram
centrifugadas a 17.000 xg por 30 minutos. O sobrenadante livre de células foi armazenado em
microtubos de 1,5 mL ou em tubos graduados de centrifuga de 15 mL estéreis, onde o pH foi
ajustado para 2,0 usando uma solucdo de HCI 5 M. As amostras foram centrifugadas
novamente a 10000 xg por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
dissolvido em metanol 100% (grau HPLC). As amostras foram filtradas em membrana PTFE
hidrofilica 0,22 uM. Este protocolo foi adaptado de Zhi et al. (2017).

A andlise destas amostras em HPLC foi feita no equipamento da classe Shimadzu
(Shimadzu Scientific Instruments) com bomba modelo LC-20AD, controlador de sistema
CBM-20A, detector fotodiodo SPD-M20A, com a coluna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18
(3,0 x 50 mm, 2.7 um; Agilent, Santa Clara, CA, USA) e pré-coluna InfinityLab Poroshell
120 EC-C18 (3.0 x 5 mm, 2.7 um; Agilent). A fase mdvel consistiu em acetonitrila (grau
HPLC) e &cido trifluoacético (TFA; 99,8%; Neon Comercial Ltda.) 3,8 mM, na proporgdo
80:20 (v/v), em fluxo isocréatico de 0,4 mL/min a 30°C, com volume de injecdo de amostra de
20 pL. As isoformas de surfactina foram detectadas a 205 nm. A curva de calibracdo foi
construida com surfactina comercial (Sigma-Aldrich, grau HPLC). Este protocolo foi baseado
em Koim-Puchowska et al. (2019) e Isa et al. (2020).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Modificacéo 1
4.1.1. Desenho e obtencdo da sequéncia-guia SG1 do gRNA e da sequéncia de

DNA doador SD1
O gRNA consiste em uma molécula de RNA fita simples, a qual forma uma estrutura
secundaria em forma de grampo, e é responsavel por direcionar a nuclease Cas9 até 0 DNA-
alvo. Este RNA ¢é formado por duas regides principais: a sequéncia-guia e a sequéncia
universal (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). O plasmideo pJOE8999 utilizado para a
introducdo do sistema CRISPR-Cas9 em B. subtilis possui a sequéncia-universal do gRNA,

sendo necessaria apenas a clonagem da sequéncia-guia.

Para o desenho da sequéncia-guia, foi determinado como DNA-alvo o gene sfp com
stop codon prematuro das linhagens de B. subtilis 168, A6 e KO7; a sequéncia é apresentada a

seguir. Uma adenina extra na posi¢éo 468 (em pares de base) do gene sfp leva a formagéo do
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stop codon prematuro e inibe a expressdo de uma 4-fosfopanteteil transferase envolvida na

biossintese de surfactina.

DNA-alvo: Gene sfp com stop codon prematuro (498 pb) de B. subtilis 168, KO7 e A6,

conforme anotado nos genomas

ATGAAGATTTACGGAATTTATATGGACCGCCCGCTTTCACAGGAAGAAAATGAACGGTTCATGTCT
TTCATATCACCTGAAAAACGGGAGAAATGCCGGAGATTTTATCATAAAGAAGATGCTCACCGCACC
CTGCTGGGAGATGTGCTCGTTCGCTCAGTCATAAGCAGGCAGTATCAGTTGGACAAATCCGATATC
CGCTTTAGCACGCAGGAATACGGGAAGCCGTGCATCCCTGATCTTCCCGACGCTCATTTCAACATTT
CTCACTCCGGACGCTGGGTCATTTGCGCGTTTGATTCACAGCCGATCGGCATAGATATCGAAAAAA
CGAAACCGATCAGCCTTGAGATCGCCAAGCGCTTCTTTTCAAAAACAGAGTACAGCGACCTTTTAG
CAAAAGACAAGGACGAGCAGACAGACTATTTTTATCATCTATGGTCAATGAAAGARAGETTTATCA
AACAACGABRBECAAAGGCTTATCGCTTCCGCT

Legenda: nucleotideo extra (nt alvo = 468 pb); : sequéncia-alvo do gRNA: PAM.
Utilizando os programas computacionais descritos no topico 3.3.1, obtiveram-se

varias opcdes de sequéncias-guias para o alvo. A sequéncia escolhida é detalhada na Tabela 9.

Tabela 9 — Detalhes da sequéncia-guia SG1 do gRNA.

Posicdo  Fita Sequéncia PAM  On-target score Contetido GC (%)

451 + AAAGCTTTATCAAACAAGGA AGG 69 30

Fonte: A autora, com auxilio das ferramentas computacionais disponiveis em https://www.idtdna.com
e http://www.rgenome.net; 2019.

Na Tabela 9 observa-se a localizacdo da sequéncia-guia em relacdo ao inicio do gene
sfp; o sentido da fita de DNA alvo correspondente a sequéncia-alvo; a sequéncia escolhida,
onde a adenina em vermelho (posi¢cdo 468) é responsavel pelo stop codon prematuro no gene
sfp; a PAM reconhecida pela Cas9 no DNA alvo; o “on-target score” indica a predigdo do
desempenho de edicdo do gRNA no alvo pretendido (pontuacdo de 0 a 100), sendo o valor de
69 bastante satisfatorio; e o conteddo de guanina e citosina (GC) da sequéncia. Segundo Silva
et al. (2016), o contetdo de GC da sequéncia deve ser proximo a 50%, se possivel, isto
aumenta a estabilidade do pareamento entre 0 gRNA e 0 DNA-alvo. No caso da sequéncia
SG1, o contetdo de GC é apenas 30%, mas veremos nos resultados seguintes que isto ndo
impediu a acdo especifica da Cas9. Também foi verificado que a sequéncia-guia é Unica no
genoma das linhagens 168 e A6 ¢ KO7, o que garante a especificidade da Cas9 e reduz da

possibilidade de clivagens off-target.

A sequéncia-guia foi adquirida na forma de oligonucleotideos de DNA fita simples
que sdo apresentados a seguir, estes oligonucleotideos foram entdo anelados. A sequéncia de
DNA fita dupla obtida possui extremidades coesivas complementares as extremidades
formadas no plasmideo pJOE8999 apls sua digestdo com a enzima de restricdo Bsal
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(nucleotideos em azul). E importante reforcar que a PAM ndo faz parte desta sequéncia, ela

esta presente apenas no DNA-alvo no genoma da bacteéria.

SG1_fw: TACGAAAGCTTTATCAAACAAGGA

SG1_rv: AAACTCCTTGTTTGATAAAGCTTT

O objetivo da edicdo génica das linhagens B. subtilis 168, A6 e KO7 nesta etapa do
estudo era remover o nucleotideo extra na posicao 468 do gene sfp para que a 4-fosfopanteteil
transferase fosse sintetizada corretamente e apresentasse funcionalidade. Assim, a sequéncia
de DNA doador SD1 consiste no gene sfp sem o nucleotideo extra. Além desta delecéo, foram
modificados outros quatro nucleotideos na sequéncia-alvo do gene localizados na regido
equivalente a porcéo seed do gRNA e na PAM (Figura 9), de forma a evitar novo pareamento
do DNA-alvo com o gRNA e reconhecimento pela Cas9 apds a edi¢do génica. Vale ressaltar
que as alteracBes destes nucleotideos ndo acarretam em alteracBes na sequéncia de

aminoéacidos da enzima 4-fosfopanteteil transferase que, assim, mantera sua funcionalidade.

Figura 9 — Comparacdo da sequéncia-alvo do gene sfp com stop codon prematuro com a regido
modificada do gene na sequéncia de DNA doador.

A SPAM
>nt extra
>sequencia-alvo >atop-codon prematuro
| | | |
ARR GAA AGC TTT ATC AAAR CAA GGA ACC CARR AGG CIT ATC GCT TCC GCT TGA TIC CIT TIC AGT GCG
¥ = S F L X Q G Q R L I A S A w i3 L F s A
450 4€0 470 420 450 500 510
B SOAM ‘
>nt modificadeo
>nt modificado
>nt modificado
>nt medificado
| | | 32
AAR GAA AGC TTT ATT AAC CAA GAC COC ARA GGC TTA TCG CIT CCG CTIT GAT TCC TTIT TCA GTIG CGC
K E S F I K Q E G K G L S L P L D S F S \'4 R
480 4€0 470 480 490 S00 510

(A) Regido do gene sfp com stop codon prematuro presente nas linhagens B. subtilis 168, A6 e KO7
anteriormente a modificacdo pelo sistema CRISPR-Cas9. Destacam-se a sequéncia-alvo (azul) a qual
sofrera pareamento com a sequéncia-universal do gRNA; o nucleotideo extra, uma adenina (roxo) na
posicdo 468, o qual leva a alteracdo da sequéncia do gene e a um stop codon prematuro (vermelho); e
a PAM (laranja). (B) Regido do gene sfp presente na sequéncia doadora para edicdo genémica das
linhagens de B. subtilis. Destacam-se a dele¢do do nucleotideo extra e consequente auséncia do stop
codon prematuro; nucleotideos alterados (rosa), inclusive na PAM (laranja), para impedir novo
reconhecimento pela Cas9 apds a edicdo génica. Fonte: A autora, com auxilio do software Serial
Cloner.

A sequéncia de DNA doador SD1 foi construida em duas partes: 1A e 1B, as quais
foram amplificadas por PCR a partir do gene sfp do genoma de B. subtilis A6. Durante as
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reacOes de amplificacdo por PCR foi possivel realizar as mutagdes no gene, de forma a obter
as alteracOes ilustradas na Figura 9. Para isso, o oligonucleotideo 1A rv foi desenhado com a
alteracdo dos nucleotideos nas posi¢cdes 462 (C por T) e 465 pb (A por G) do gene sfp,
enquanto o oligonucleotideo 1B_fw foi desenhado com estas duas alteracdes, a delecdo do
nucleotideo extra na posicdo 468 e a alteragdo dos nucleotideos nas posi¢cdes 468 (G por A;
posicdo 469 no gene sfp ndo-funcional) e 471 pb (A por G; posicdo 472 no gene sfp néo-
funcional).

Durante as reacOes de PCR também foram adicionados sitios de restricdo das
enzimas Sfil (extremidade 5’ da parte 1A e 3’ da parte 1B) e Bsal (extremidade 3’ da parte 1A
e 5’ da parte 1B) as duas partes da sequéncia SD1. Ha seis nucleotideos em comum no final
da parte 1A e inicio da parte 1B (nas posicdes 461 a 466 pb) que funcionardo como
extremidades coesivas complementares que serdo ligadas apos a digestdo das duas partes com
a enzima Bsal. As amplificagdes por PCR das partes 1A e 1B é comprovada pelo resultado do
gel de eletroforese apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Resultado da eletroforese dos produtos de PCR das partes 1A e 1B do DNA doador SD1.
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A esquerda, esta o resultado da eletroforese do produto de PCR da amplificagdo da parte 1A, de 491
pb, e a direita, esta o resultado da eletroforese do produto de PCR da amplificacdo da parte 1B, de 240
pb. Gel de agarose 1% (m/v) corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Padrdo de bandas marcador de
DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.
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4.1.2. Construcgdo do plasmideo pJOE8999(SG1+SD1) e clonagem em E. coli

Uma vez desenhada sequéncia-guia SG1 foi obtida, ela inserida no plasmideo
pJOEB999 apos a digestdo deste com a enzima Bsal. A ligacdo do inserto no plasmideo e sua
clonagem em E. coli TOP 10 foi confirmada por sequenciamento de DNA (Figura 11). A
sequéncia-guia SG1 foi inserida a montante da sequéncia-universal do gRNA, criando uma

molécula de gRNA funcional.

Figura 11 — Resultado de sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG1).
Seq 1 2810 TICCTITTITIGOGIGIGATGUGAATTCTTGACCGIGATTAGAGRATTGAGTRARATGTACC 2869

PEEEPEEE e e e e e e et e e e e e e errerl
Seq 2 525 ITCCTTTTIGOGIGIGATGUGARTTCTIGACCGTGATTAGAGARTTGAGTARRRTGTACT 468

Seq 1l 2870 TRCGAARARGCTTTATCARACRRGGR 2929
PEEEPEEE e e e e e e et e e e e e e errerl
Seq 2 465 TACGRRAGCTTTATCARRCARGGAGTTTTAGAGCTAGRRRTAGCARGTTRARRATRARGECT 408

Seq_ 1l 2930 2989
PEEEPEEE e e e e e e et e e e e e e errerl
Seq 2 405 AGTCCGTTATCARCTIGARRRRAGTGECACCGAGTCGGIGUTTTTITACTCCATCTGEATIT 348

Seq_ 1l 2990 AGGUCCAGTCGRARG 3049
PEEEPEEE e e e e e e et e e e e e e errerl
Seq 2 345 GITCAGAACGCTCGETTGUCGUCGGECGTTTITTATCTARAGCTTAGGUCCAGTCGARAG 288

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) refere-se a sequéncia do
pJOEB999(SG1) desenhada in silico. E ilustrado o promotor semissintético Pyap« (M roxo), a
sequéncia-guia SG1 (em azul escuro) e a sequéncia-universal do gRNA (em azul claro). A sequéncia 2
(Seq_2) foi obtida como resultado do sequenciamento de DNA apés a clonagem da sequéncia-guia
SG1 no plasmideo. Fonte: A autora, com auxilio do software Serial Cloner.

Para a clonagem da sequéncia doadora SD1 no plasmideo pJOE8999(SG1), as partes
1A e 1B foram digeridas com as enzimas Sfil e Bsal e foram ligadas ao plasmideo digerido
com a enzima Sfil. A confirmacdo da transformacéo e clonagem do plasmideo resultante,
pJOEB999(SG1+SD1), em E. coli JIM109 foi obtida por sequenciamento de DNA (Figura 12).
O sequenciamento ndo mostrou o inicio da sequéncia SD1, mas é possivel confirmar a
presenca de aproximadamente dois tercos da sequéncia. Assim, podemos concluir que ela foi
clonada com sucesso no plasmideo. Verifica-se também que digestdo dos insertos com Bsal

ndo deixou cicatrizes na sequéncia apds a reacdo de ligagao.
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Figura 12 — Resultado de sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG1+SD1).

Eeq 1l 33B9 ACA-TTICTCRCT-CCGGACGCICGEETCAITIGCCCETTTICATTICACRGCCGATCGECRT 3416
| IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
fEegq 2 EZE  RCAATTICTCACTCCOCGGACGCICGGETCAITIGUGCETTTGATTCACRGCCCGATCGECAT 566
Eeq_ 1l 3417 AGATATCGRARARA-CCAARCCGATCAGCCTT-GRGRTCGCCRAGCGCITCTTITICARRE 3474
TTTETLTTIInd IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Seq 2 EEE ACATATCGR AR AR AR CC AR COCRTCACCCTI TERGERTCECCARGOGCITCTITICARRR 506

Seq 1 3475 GRET S CCRCCTTITACCARRRCRCARCCRCCACCACACACE-CTATTTT-TATC 3532
N N 11
Seq 2 BOE ARG CTACACCEROCTTITACCRARRCRACARCCRCCACCACACACARRTATATTATAT, 446
Seq 1 3533 ATCTATGGTCRATGRARGREICCTTTE BRLBGECTTRATCECTTCOR. 3592
FEITTLTTRTRLerrrerrriel IIIIIIIIIIIII
Seq 2 445 ATCTATCGTCAATCARRCAL MECTTTA ZCCRRRCCCTIATCCCTTCORC  2E6
Seq 1 3533 TIGATTCCITITCAGTGCGCCTGCACCRGEACCERCRACTRATCCATTICRCCTICCGEACA 36562
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Seq 2 385 TTEATTCCITTTCRE TGO CTCCRCCRGERCEERCRACTATCCATTERACCTTOZGERCE 326
Seq_ 1 3653 GCCATTCCCCATCCTATATCER FIRTGRGCTICGRICCOCEECTACRRRRTCZCTETRT 2712
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Seq 2 325 GOCATTC OO R TATATC AR R CETRTGRCCICGRTCCOGECTRCRARBTCRITETAT 266
Seqg 1 3713 GOGECCETRCRCCCIGATTITCCOCCCGREGRTATCACRACCOICRATRACECCTITOTAGRTTE 3772
|||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||
Seqg 2 ZEE GOGECCETACRCCCTGATTIC O CCRECRTATCACRACECCARTRACCCCTITCTRAGRTTE 206

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) refere-se a sequéncia do
pJOE8999(SG1+SD1) desenhada in silico. E ilustrado parte da sequéncia de DNA doador SD1
correspondente ao gene sfp modificado (em azul) com as altera¢cdes em quatro nucleotideos (em rosa)
e o sitio de restricdo da enzima Sfil (em roxo), que foi recuperado no plasmideo ap6s a ligacédo do
inserto. A sequéncia 2 (Seq_2) foi obtida como resultado do sequenciamento de DNA apos a
clonagem da sequéncia de DNA doador SD1 no plasmideo. Fonte: A autora, com auxilio do software
Serial Cloner.

4.1.3. Introducéo e teste do sistema de edicdo génica CRISPR-Cas9 em B. subtilis
Foram necessarias algumas tentativas até que estabelecemos um protocolo funcional
para edicdo génica por CRISPR-Cas9 em B. subtilis utilizando o plasmideo pJOE8999
desenvolvido por Altenbuchner (2016). Em seu trabalho publicado, o autor descreve que, apés
a transformacdo das células com o plasmideo e expressdo da SpCas9 pelo cultivo das
bactérias em placas de LB com manose 0,2% (m/v) e canamicna 5 pg/mL por dois dias, a
perda do plasmideo deve ser feita em duas etapas: primeiro, as células devem ser transferidas
para uma placa de LB e incubadas a 50°C por um dia; no dia seguinte, as células que
cresceram devem ser estriadas em uma nova placa de LB e incubadas a 44°C por mais um dia
(Altenbuchner, 2016). Somente apo6s dois dias de incubacdo a altas temperaturas,
Altenbuchner (2016) alega que as células podem passar para a etapa de confirmacdo da perda
do plasmideo.
Neste ponto do protocolo de Altenbuchner (2016), n6s encontramos dificuldades,

pois as linhagens B. subtilis 168, A6 e KO7 ndo cresciam nas placas durante a incubagdo a
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50°C. Foram necessarias varias tentativas de transformacdes, em que a incubacdo das células
durante a etapa de perda do plasmideo foi avaliada em diferentes temperaturas (48, 46, 45, 44,
42, 40 e 39°C), até que determinamos que a etapa de incubacdo a 50°C ndo era necessaria;
que a maioria das células da linhagem 168 é capaz de perder o plasmideo com a incubacédo a
42°C por um dia; enquanto a maioria das células da linhagem KO7 pode perder o plasmideo
sendo incubada a 42 ou 44°C por um dia; e que grande parte das células da linhagem A6
perde o plasmideo com a incubacao a 44°C por um dia. Com isso, conseguimos alcancar uma
boa taxa de sucesso na transformagéo e edicdo génica por CRISPR-Cas9 para as linhagens
168, A6 e KO7 e reduzimos em um dia o protocolo previamente estabelecido por
Altenbuchner (2016).

Apds esta adaptacdo do protocolo de Altenbuchner (2016), o plasmideo
pJOEB999(SG1+SD1) foi transformado com sucesso nas linhagens B. subtilis 168, A6 e KO7.
A edicdo génica pelo sistema CRISPR-Cas9 foi confirmada por sequenciamento de DNA,

sendo o resultado apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Resultado de sequenciamento da regido modificada do gene sfp da linhagem B. subtilis
168.

Seq 1 360 SOGCTTICTTTTCRARRRRCRGRGTACAGCGACCTTTTAGCRARRAGRCRARGGACGRGCAGRD 419
FEEEEErErrr e e el FEEREETErEr e e el

[T [y
Jeq 2 345 GOGCTICTITITCARRRRCAGAGTACAGOGACCTTTTAGCARRRGACRARGGACGRAGCRGRT 404

Seq_1 420 AGACTATTTTTATCATCTATGGTCARTGRARRGRRRGCTTTATTARGCRRGRGGGCRRAS 479
III|||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Jeq_2 405 AGACTATTTTIATCATCIATGGTCAATGARAGRRRGCTTTATTARGCRAAGRGGGCARAGE 444

Seq 1l 430 CTTATCGCTTCCGCTTGAT TCCT TITCAGTGOGCCTECACCAGELCG
FEEEEEEEEr e e e e e e et d IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

T SGACAAGTATCCAT 539
I
Seq_2 465  CTTATCGCTTCCGCTTGATICCTTTICAGTGCGCCTGCACCAGGACGGACAAGTATCCAT 524

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) refere-se a sequéncia do gene sfp
desenhada in silico com a dele¢do do nucleotideo extra na posicdo 468 e as alteracBes em quatro
nucleotideos da sequéncia-alvo (em rosa). A sequéncia 2 (Seq_2) foi obtida como resultado do
sequenciamento de DNA desta regido do genoma da linhagem B. subtilis 168 ap6s edicdo génica pelo
sistema CRISPR-Cas9. Fonte: A autora, com auxilio do software Serial Cloner.

A Figura 13 mostra o alinhamento de parte da sequéncia obtida através do
sequenciamento do gene sfp da linhagem modificada de B. subtilis 168 (agora denominada
linhagem 413) com o gene sfp desenhado in silico (que apresenta a delecdo do nucleotideo
extra na posicdo 468 e alteracdo de quatro nucleotideos na sequéncia-alvo). Observa-se que 0
alinhamento na regido de interesse é perfeito, confirmando o sucesso da modificacdo 1 no
genoma da bactéria utilizando o sistema CRISPR-Cas9. O mesmo resultado foi obtido para as
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linhagens KO7 (agora linhagem 434) ¢ A6 (agora linhagem 449). Ndo foram observadas
edicdes inespecificas no gene sfp nas novas linhagens.

Conforme descrito na Introducdo, a funcionalidade do sistema desenvolvido por
Altenbuchner (2016), baseado no plasmideo pJOE8999, ja foi comprovada na edigdo
genbmica da linhagem B. subtilis 168. Aqui, comprovamos também a precisdo e eficiéncia
deste sistema para edicdo génica por CRISPR-Cas9 das linhagens B. subtilis KO7 e A6.

4.1.4. Construcdo de uma linhagem de B. subtilis produtora de surfactina

Previamente a analise da producdo de surfactina pelas linhagens modificadas de B.
subtilis, foi construida uma curva de calibracdo para o método colorimétrico baseado em

CPC-BTB com surfactina comercial (Figura 14). A regressao linear obtida é dada por:

Abs¢oonm = 0,0007 X Surfactina (mg/L) + 0,1615 (Eq. 1), R? = 0,9738, 100 mg/
L < Surfactina = 1000 mg/L.
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Figura 14 — Curva de calibracdo para 0 método colorimétrico baseado em CPC-BTB com surfactina
comercial
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(A) Curva de calibracdo construida com surfactina comercial (Sigma-Aldrich, grau HPLC) para o
método colorimétrico baseado em CPT-BTB. (B) Foto retirada de uma das duplicatas das amostras
preparadas para a curva de calibrag@o para demonstrar a variacao da coloragdo, de verde a azul escuro,
dependendo da concentracdo de surfactina. O primeiro poco é o branco, o qual contém apenas 0s
reagentes do método colorimétrico e 0 meio de cultivo PW. Os pocos seguintes contém surfactina
comercial diluida em diferentes concentragbes (100 a 1000 mg/L) em meio de cultivo PW e o0s
reagentes do método colorimétrico. Fonte: A autora.

O principio do método colorimétrico é a interagdo do BTB e da surfactina com o
mediador CPC. Inicialmente, o indicador colorimétrico BTB liga-se ao mediador catidnico
CPC, levando a uma alteracdo de cor do azul escuro para verde amarelado na rea¢do. Uma
vez que a surfactina, um biossurfactante lipopeptidico com carga negativa, € adicionada a
reacao, ela liga-se competitivamente ao CPC. Isto desfaz 0 complexo CPC-BTB e leva a
segunda mudanca de coloracdo da reacdo: de verde amarelado para verde escuro ou azul
brilhante, dependendo da concentracdo de surfactina presente. Assim, a adicdo de surfactina
ao reagente CPC-BTB gera uma mudanga de cor visivel na reacdo, o que permite a analise

qualitativa e quantitativa (por espectrofotometria) do biossurfactante (YANG et al., 2015).
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As linhagens 413, 434 e 449 (ver Tabela 1) foram cultivadas em meio PW e, ap0s 24
horas, amostras dos cultivos foram coletas. A linhagem ATCC 21332 foi utilizada como
controle positivo e as linhagens 168, A6 e KO7, como controle negativo. O sobrenadante livre
de ceélulas foi utilizado para deteccdo da surfactina produzida utilizando o método
colorimétrico descrito. Os resultados sdo apresentados na Figura 15-A e a mudanca na

coloracdo da reacdo, nas Figuras 15-B e 15-C.

Figura 15 — Teste de producdo de surfactina pelas linhagens com a modificagéo 1.

A
1200

1000 A I

oo
o
o

I I

Surfactina (mg/L)
3
o

B
o
o

ATCC 21332 413 434 449

Resultados do cultivo teste das linhagens ATCC 21332, 413, 434 e 449 para producdo de surfactina.
Cultivo realizado em 5,0 mL de meio definido PW em tubo de ensaio, a 37°C e agitacdo de 220 rpm,
por 24 horas. (A) Surfactina produzida quantificada através do método colorimétrico baseado em
CPC-BTB (Eqg.1). (B) e (C) Alteracdo de coloracdo das amostras durante a analise de producdo pelo
do método colorimétrico. Fonte: A autora.

Observa-se que a modificacdo do gene sfp no genoma das linhagens 413, 434 e 449
restaurou a via de biossintese de surfactina. Os resultados apresentados na Figura 15
correspondem a um cultivo teste realizado apenas para confirmar a capacidade de producéo da
molécula de interesse pelas linhagens modificadas. Ndo foram realizadas diluicdes no
momento da quantificacdo pelo método colorimétrico, desta forma, como serd visto nos
resultados seguintes, a quantificacdo da surfactina produzida pela linhagem 434 foi
subestimada. A quantificagao de surfactina produzida pelos controles negativos 168, A6 e

KO7 foi nula, por esta razao, eles ndo estdo apresentados no grafico da Figura 15-A.
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4.1.5. Cinética de producéo de surfactina por B. subtilis apds a modificacéo 1

4.15.1. Cultivo de 28 horas

Uma vez comprovado que as linhagens 413, 434 e 449 produzem surfactina, alguns
testes foram feitos para avaliar a cinética de producdo. A Figura 16 apresenta as curvas de
crescimento das linhagens e producdo de surfactina durante um cultivo, em triplicata, de 28
horas, em tubos graduados de centrifuga de 50 mL com 10 mL de cultura.

Figura 16 — Primeiro cultivo para avaliagdo da cinética de producdo de surfactina pelas linhagens
ATCC 21332, 413, 434 e 449.
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Resultados do cultivo das linhagens ATCC 21332 (¢, em cinza), 413 (m, em azul), 434 (A, em verde)
e 449 (x, em vermelho) em triplicata em tubos graduados de centrifuga de 50 mL com 10 mL de meio
PW, a 37°C e sob agitacdo de 220 rpm, por 28 horas. (A) Curva de crescimento das linhagens obtida
através da quantificacdo da densidade Optica das amostras a 600nm. (B) Surfactina produzida pelas
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linhagens e quantificada através do método colorimétrico baseado em CPC-BTB (Eq.1). Fonte: A
autora.

Nota-se que as linhagens 413 e 449 apresentaram crescimento menor comparado a
linhagem selvagem ATCC 21332, entretanto sua producdo de surfactina foi maior. Além
disso, por ser um metabdlito secundario, a maior parte da producdo do biossurfactante teve
inicio a partir do fim da fase exponencial e durante a fase estacionaria de crescimento
microbiano. A linhagem 434 apresenta destaque pois, mesmo apds 28 horas, aparentava ainda
ndo ter entrado na fase estacionaria de crescimento e produziu uma quantidade de surfactina
muito além das outras linhagens, por volta de 1400 mg/L. As amostras utilizadas para
quantificacdo de surfactina pelo método colorimétrico foram diluidas 2 vezes nos pontos de
24 e 28 horas, assim obtivemos uma quantificacdo mais precisa.

Os resultados apresentados confirmam que as linhagens modificadas pelo sistema
CRISPR-Cas9 sédo capazes de produzir surfactina e a linhagem 434 produz quantidades além
do esperado do biossurfactante, considerando que apenas uma modificacdo foi realizada em
seu genoma até 0 momento.

Yang et al. (2015) garante a confiabilidade do método colorimétrico baseado em
CPC-BTB comparado a quantificacdo de surfactina por RP-HPLC, além do primeiro ser um

método mais pratico e rapido para ser realizado rotineiramente em laboratorio.

4.15.2. Cultivo de 48 horas

Com o intuito de avaliar a producdo de surfactina das linhagens com a primeira
modificacdo por mais tempo, foi realizado um cultivo de 48 horas com as linhagens ATCC
21332 (controle positivo), 413, 434 e 449 em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x A) com 12
mL de meio PW, em triplicata, que foram incubados a 37°C com agitacdo de 220 rpm. Foram
retiradas amostras ao longo do tempo para quantificar o crescimento celular e producédo de
surfactina. A concentracdo de surfactina foi calculada de acordo com a equacdo 1. Os

resultados podem ser observados na Figura 17.
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Figura 17 — Crescimento celular e producgéo de surfactina pelas linhagens ATCC 21332, 413, 434 e
449 durante o cultivo de 48 horas.
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Cultivo realizado com as linhagens ATCC 21332 (¢, em cinza), 413 (m, em azul), 434 (A, em verde) e
449 (e, em vermelho) em tubos de ensaio com 12 mL de meio PW, em triplicata. Os cultivos foram
incubados a 37°C sob agitacdo de 220 rpm por 48h. (A) crescimento celular quantificado a partir da
densidade oOptica a 600 nm (DOsw) € (B) producdo de surfactina quantificada pelo método
colorimétrico CPC-BTB. Fonte: A autora.

De acordo com estes resultados, as linhagens continuaram crescendo ao longo do
cultivo: as linhagens 413 e 449 apresentaram um crescimento com um perfil similar e mais
lento comparado as linhagens ATCC 21332 e 434; estas Ultimas também apresentaram um
perfil de crescimento parecido. Contudo, nota-se que as linhagens ATCC 21332, 413 e 449
atingiram o maximo da producdo de surfactina em aproximadamente 24 horas, chegando a
produzir respectivamente 441,72 + 43,42 mg/L, 438,05 £ 35,15 mg/L e 514,00 + 39,57 mg/L
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do biossurfactante. Ja a linhagem 434 continuou produzindo surfactina conforme crescia e
atingiu a producdo de 3731,43 + 193,95 mg/L em 48 horas.

A linhagem 434 apresentou uma producdo cerca de 7,7 vezes maior que a média das
linhagens 413 e 449, que passaram pela mesma edicdo gendmica. Além disso, os trabalhos de
engenharia metabolica que levaram a melhores linhagens produtoras de surfactina ja
construidas foram iniciados a partir de linhagens com produgéo de 0,5 g/L em 32h e 0,4 g/L
em 48h (JIAO et al., 2017; WU et al., 2019). A linhagem 434 produz 3,7 g/L em 48h de
cultivo, uma concentracdo 9 vezes maior do que aquela que deu origem a melhor linhagem até

entdo construida.

Sabemos que a linhagem B. subtilis KO7 (BGSCID 1A1133), da qual a linhagem
434 é derivada, tem a delecdo de sete proteases extracelulares (AnprE, AaprE, Aepr, Ampr,
AnprB, Avpr, AbprA). Assim, nossa hipdtese € que uma ou mais destas proteases reconhece a
sequéncias de aminoacidos da surfactina e degrada a molécula, como a linhagem 434 nao
expressa essas proteases extracelulares, ela é capaz de acumular mais surfactina no meio

extracelular do que as outras linhagens.

4.15.3. Analisesem HPLC

O primeiro teste para estabelecer um protocolo de analise em HPLC foi realizado
com amostras de 1 mL obtidas de um cultivo de 24 horas das linhagens 168, KO7, A6, ATCC
21332, 413, 434 e 449. O cultivo foi realizado em tubos de ensaio com 6 mL de meio PW. As
amostras foram retiradas no ponto de 24 horas e a surfactina produzida foi analisada tanto
pelo método colorimétrico CPC-BTB quanto por HPLC, de forma a comparar os métodos

analiticos.

O calculo da concentracdo de surfactina nas amostras foi feito com curva de
calibracdo do método colorimétrico CPC-BTB € dada pela Equacdo 1 e a curva de calibracdo
em HPLC dada pela Equagdo 2, ambas obtidas com surfactina comercial (grau HPLC, Sigma
Aldrich).

Absgoonm = 0,0007 X Surfactina (mg/L) + 0,1615 (Eq. 1), R?> = 0,9738, 100 mg/
L < Surfactina = 1000 mg/L.
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Soma das areas = 34.548,8812 X Surfactina (mg/L) + 3.691.328,7561 (Eq. 2),
R? = 10,9769, 100 mg/L < Surfactina = 1000 mg/L.

A Figura 18 mostra os cromatogramas obtidos em HPLC de uma triplicata do ponto
de 0,75 mg/mL da curva de calibragdo com surfactina comercial (Fig. 12-A), e uma amostra
do ponto de 24 horas dos cultivos ATCC 21332 (Fig. 12-B), 413 (Fig. 12-C), 434 (Fig. 12-D)
e 449 (Fig. 12-E). Os cinco picos que aparecem nos cromatogramas sdo caracteristicos das
isoformas de surfactina de B. subtilis e também sdo observados na literatura (KOIM-
PUCHOWSKA et al., 2019; ISA et al., 2020). A concentracdo total de surfactina nas
amostras é calculada a partir da soma da area dos cinco picos. O que observamos nos
cromatogramas é que as quatro linhagens de B. subtilis que utilizamos neste projeto produzem
surfactina, além disso, produzem mais da isoforma caracteristica do terceiro pico (com cadeia
de &cidos graxo de 14 carbonos) em comparagdo a combinagdo de isoformas presentes na

surfactina comercial.
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Figura 18 — Cromatogramas obtidos em HPLC de uma das triplicatas do ponto de 0,75 mg/mL da
curva de calibracdo com surfactina comercial e dos pontos de 24 horas das linhagens ATCC 21332,

413, 434 e 449.
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(A) Cromatograma de uma triplicata do ponto de 0,75 mg/mL da curva de calibragdo com surfactina
comercial e cromatogramas de uma triplicata do ponto de 24 horas de cultivo das linhagens ATCC
21332 (B), 413 (C), 434 (D) e 449 (E). Da esquerda para a direita os picos representam surfactinas
com cadeias carbdnicas de comprimento 13, 14, outra isoforma de 14, e 15 carbonos. Fonte: A autora.

As amostras quantificadas em HPLC também foram quantificadas pelo método
colorimétrico CPC-BTB e o resultado da comparacdo de ambos ¢é apresentado na Figura 19.
Conforme pode ser observado, a quantificacdo de surfactina por HPLC é um pouco inferior a
quantificacdo pelo método colorimétrico CPC-BTB. Acreditamos que isto seja justificado
pela perda de surfactina durante o preparo das amostras para a quantificacdo por HPLC. O
preparo das amostras de 1 mL de sobrenadante de cultivo foi realizado em microtubos de 1,5
mL e observamos grande formacédo de espuma no momento da reducdo do pH das amostras

com HCI 5M para precipitacdo de surfactina. Apesar disto, tanto o método colorimétrico
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CPC-BTB quanto as analises por HPLC confirmam que a producdo de surfactina pela

linhagem 434 é superior as demais, o que € um resultado bastante promissor.

Figura 19 — Primeiro teste de comparacao entre a quantificacdo da producdo de surfactina por HPLC e
pelo método colorimétrico CPC-BTB.
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Producéo de surfactina no ponto de 24 horas de cultivo pelas linhagens 413, 434, 449 e ATCC 21332
quantificadas por HPLC (em azul) e pelo método colorimétrico CPC-BTB (em laranja). O cultivo
realizado em tubos de ensaio com 6 mL de meio PW, em triplicata. Fonte: A autora.

Para quantificar a perda de surfactina durante o processo de preparo de amostras,
diuimos duas amostras de surfactina comercial em meio PW esteril na concentracdo final de 1
g/L, realizamos o processo de precipitacdo com HCI 5M e quantificamos as amostras em
HPLC, em duplicata para cada amostra. A concentragdo final quantificada foi 0,735 + 0,009
g/L, ou seja, obtivemos 26,5% de perda no teste com surfactina comercial. Contudo, nédo
observamos 0 mesmo padrdo de perda entre as amostras de cultivo comparando a
quantificacdo por HPLC e pelo método colorimétrico CPC-BTB. No caso da linhagem 413,
por exemplo, a perda chegou a 54% (Figura 19). Assim, ndo podemos utilizar um fator de

correcao.

Em uma tentativa de reduzir a perda de surfactina durante a etapa de precipitacdo
com HCI 5 M, um novo cultivo com as mesmas linhagens foi feito em tubos de ensaio com 12
mL de meio PW por 42 horas. Para o preparo de amostras para HPLC, foram coletadas
amostras de 5 mL de sobrenadante no ponto de 42 horas cultivo, as quais foram armazenadas
em tubos graduados de centrifuga de 15 mL. Nestes tubos, o pH das amostras foi reduzido a

2,0 com HCI 5 M. Continuamos observando muita formagdo de espuma, mas o tamanho do
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tubo evitou o vazamento. Os demais procedimentos do preparo de amostras e parametros da

analise em HPLC foram mantidos.

Repetimos a curva de calibracdo com surfactina comercial (grau HPLC, Sigma
Aldrich) no equipamento de HPLC, sendo a regressao linear obtida dada pela Equacéo 3. Esta
equacdo foi utilizada para o célculo das amostras quantificadas neste segundo teste em HPLC.
Novamente, os resultados da quantificacdo de surfactina por HPLC foram comparados a
quantificacdo pelo método colorimétrico CPC-BTB das mesmas amostras e sdo apresentados

na Figura 20.

Soma das areas = 33.050,8166 X Surfactina (mg/L) + 7.012.611,8659 (Eq. 3),
R? = 0,9955, 100 mg/L < Surfactina = 1000 mg /L.

Figura 20 — Segundo teste de comparacao entre a quantificacdo da producéo de surfactina por HPLC e
pelo método colorimétrico CPC-BTB.
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Producéo de surfactina no ponto de 42 horas de cultivo pelas linhagens ATCC 21332, 413, 434, 449 e
quantificadas por HPLC (em azul) e pelo método colorimétrico CPC-BTB (em laranja). O cultivo
realizado em tubos de ensaio com 12 mL de meio PW, em triplicata. Fonte: A autora.

Observamos na Figura 20 uma discrepancia ainda maior entre os resultados de
producéo de surfactina quantificada por HPLC e pelo méetodo colorimétrico CPC-BTB. Neste
caso, as perdas variaram de 72% (linhagem ATCC 21332) a 93% (linhagem 413), o que
indica que a modificacdo que fizemos no preparo de amostras para a analise em HPLC ndo

surtiu o efeito desejado e houve uma perda ainda maior de surfactina no processo.
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Continuamos buscando formas de otimizar o preparo de amostras para a
quantificacdo por HPLC com base em trabalhos publicados, porém a grande maioria deles
utiliza o método de precipitagdo de surfactina com HCI 5M. Nao conseguimos quantificar a
surfactina por HPLC seguindo outras metodologias de preparo de amostra como, por
exemplo, diluicdo do sobrenadante de cultivo em uma solugéo aquosa de NaHCOz 1 g/L,

conforme descrito por Yang et al. (2015).

A dificuldade com a metodologia estabelecida até entdo para o preparo de amostras
para HPLC associada ao tempo necessario para analises neste equipamento e aos atrasos no
cronograma do projeto devido a pandemia de COVID-19, fizeram com que, para 0s cultivos
seguintes, priorizassemos a quantificacdo de surfactina pelo método colorimétrico CPC-BTB,
que é mais simples, rapido e, ainda assim, confidvel. Pretendemos retomar a quantificacdo por

HPLC em projetos futuros.

4.2. Modificagdo 2

4.2.1. Desenho e obtengdo da sequéncia-guia SG2 do gRNA

Para o desenho da sequéncia-guia SG2, foi utilizada como DNA alvo a sequéncia
expandida do promotor Psita N0 genoma de B. subtilis 168, KO7 e A6, a qual é apresentada a
seguir, enquanto a Tabela 8 mostra a sequéncia-guia escolhida a partir das opgoes fornecidas
ferramentas de anélise das plataformas online IDT e CRISPR RGEN Tools.

DNA-alvo: Sequéncia expandida do Psra presente no genoma de B. subtilis 168, KO7 e A6

GACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTTTGCCTTTTTTTCGGTTTTTGCGCGGTACACATAGTCATGTA
AAGATTGTAAATTGCATTCAGCAATAAAAAAAGAT TCAACCCACCACTTIEETTTAAAAATTTTTA
TTTTTCTGTAAATAATGTTTAGTGGAAATGATTGCGGCATCCCGCAAAAAATATTGCTGTAAATAA
ACTGGAATCTTTCGGCATCCCGCATGAAACTTTTCACCCATTTTTCGGTGATAAAAACATTTTTTTC
ATTTAAACTGAACGGTAGAAAGATAAAAAATATTGAAAACAATGAATAAATAGCCAAAATTGGTT
TCTTATTAGGGTGGGGTCTTGCGGTCTTTATCCGCTTATGTTAAACGCCGCAATGCTGACTGACGGC
AGCCTGCTTTAATAGCGGCCATCTGTTTTTTGATTGGAAGCACTGCTTTTTAAGTGTAGTACTTTGG
GCTATTTCGGCTGTTAGTTCATAAGAATTAAAAGCTGATATGGATAAGAAAGAGAAAATGCGTTGC
ACATGTTCACTGCTTATAAAGATTAGGGGAGGTATGACAAT

Legenda: Psa expandido; sequéncia-alvo do gRNA; BBIM: regices -35 e -10 do promotor; RBS 1.
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Tabela 10 — Detalhes da sequéncia-guia SG2, com alvo na sequéncia expandida do promotor Pga.

On-target Contetdo GC

Posicao Fita Sequéncia PAM score (%)

98 + AAAGATTGAACGCAGCAGTT TGG 48 40

“Posigdo” é onde inicia-se a sequéncia-guia com base no DNA-alvo fornecido; “Fita” é a direcdo da
fita de DNA; “Sequéncia” ¢ a sequéncia-guia obtida; “PAM” ¢ a sequéncia de reconhecimento da
Cas9, presente apenas no DNA-alvo; “On-target score” indica o desemprenho previsto de edicdo do
gRNA no local de destino pretendido; “Contetido GC” indica a porcentagem de guanina e citosina na
sequéncia-guia. Fonte: A autora, com auxilio das ferramentas computacionais disponiveis em
https://www.idtdna.com e http://www.rgenome.net.

A sequéncia determinada como SG2 nao apresenta um “on-target score” ideal, uma
vez que valores mais proximos a 100 sdo melhores, entretanto buscdvamos uma sequéncia-
guia no inicio da sequéncia expandida do Psra para que fosse relativamente fécil remover a
PAM da sequéncia de DNA doador SD2 por mutacdo de nucleotideos no momento da PCR da
parte 2C e esta sequéncia foi a melhor opgdo. Além disso, a sequéncia-guia SG2 ndo
apresenta sequéncia de terminacdo da transcricdo (mais que quatro timinas repetidas) e
apresenta um bom contetdo de guanina e citosina que auxiliam em seu pareamento com 0
DNA-alvo. Os oligonucleotideos de DNA complementares desenhados para a sequéncia-guia
SG2 sdo apresentados a seguir, em azul estdo as extremidades coesivas que sdo
complementares ao plasmideo pJOE8999 apds a digestdo deste com a enzima de restricao
Bsal.

SG2_fw: TACGAAAGATTGAACGCAGCAGTT

SG2_rv: AAACAACTGCTGCGTTCAATCTTT

4.2.2. Construcdo do plasmideo pJOE8999(SG2) e clonagem em E. coli

Os oligonucleotideos SG2_fw e SG2_rv foram anelados e ligados ao plasmideo
pJOE8999 digerido com a enzima de restricdio Bsal. A proporgdo da ligagdo foi 1:150
(plasmide0:SG2). A reacdo de ligagcdo e a reacdo controle foram transformadas em E. coli
TOP10 quimicamente competentes. Os plasmideos foram clonados, extraidos das células e a
construcdo do plasmideo pJOE8999(SG2) foi confirmada por sequenciamento de DNA
(Figura 21).
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Figura 21 — Resultado de sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG2).

Seq 1 577 ACCTCARARAGGTCTTTAATTARCATCTCARARTTTOGCATTTATTCCRATTICCITITIG 518
FEEEEEEEE e et r e et e e e e e e e e et b e r e e e e e e ey
Seq_2 2760 CCTC CETCTTTAATTRARCATCTC TITCGCATTTATTCCARTTICCTTITITG 2819

Seq 1l 517 CGIGIGATGCGRARTICTIGRCCGTGATTAGAGRARTTGAGTARARTGTACCTACGARRGRT 458
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Seq 2 2820 CEIGIC CRRTTCTTGACCGTGATTAGAGRRTTGAGTARARTGTACCTACGERAGAT 2874

Seq_1 457 TERRCGCAGCAGTIGTTITAGAGCTAGRARTAGCARGTTRAARATARGECTAGTCOGTTAT 348

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Seq 2 2880 TGAACGCAGCAGITGITITAGAGCTAGARATAGCRAGTTARARTRAGGCTAGTCCGTITAT 2939

Seq_1 397 CARCTTGRRRARAGTGECACCGAGTCGETGCTTTITTACTCCATCTGEATITGTTCAGARDS 338
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Seq 2 2940 CRACTTGRARRRRGTGGCACCGAGTCGETGCTTTITACTCCATCTGGATTTIGTITCAGRACG 2939

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG2) clonado em E. coli TOP10 e sequéncia 2
(Seqg_2) é plasmideo pJOEB999(SG2) desenhado in silico. Na Seq_2 sdo destacados parte da origem
de replicacdo sensivel a temperatura pE194% para B. subtilis (verde agua); promotor semissintético
Pvane+ (roxo); sequéncia-guia SG2 do gRNA (azul escuro); e sequéncia-universal do gRNA (laranja).
Fonte: A autora, com auxilio do software Serial Cloner.

4.2.3. Modificagdo 2a
4.2.3.1. Desenho e obten¢do do DNA doador SD2

A sequéncia de DNA doador SD2 é composta de trés partes: a sequéncia parcial do
gene hxIR (parte 2A) e o promotor Psria (parte 2C), que funcionam como bragos de homologia,
e entre elas esta a sequéncia SO e o promotor R6 (parte 2B), que foram inseridos no genoma
bacteriano por recombinacdo homdéloga durante o reparo da quebra da dupla fita do DNA
genbmico, apds a acdo da Cas9. A sequéncia SO_R6 corresponde ao sistema sintético de
autoinducio da expressdo génica desenvolvido pelo grupo de pesquisa SynBio (CORREA et
al., 2020).

Para a construcdo da sequéncia SD2, suas trés partes foram inicialmente amplificadas
por PCR: as partes 2A e 2C foram obtidas a partir do genoma de B. subtilis A6, enquanto a
parte 2B foi amplificada do plasmideo pBS3Clux_luxRI_Plux3.2 proveniente da colec¢do do
nosso grupo de pesquisa. A Figura 22 mostra 0s produtos de PCR obtidos. Devido as regifes
repetidas na sequéncia de DNA da parte 2B, foram amplificados produtos inespecificos. Com
isso, 0 produto de interesse de aproximadamente 1800 pb precisou ser purificado do gel de

agarose 1%.
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Figura 22 — Resultado da eletroforese dos produtos de PCR das partes 2A, 2B e 2C do DNA doador
sD2.
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A esquerda, esté o resultado da eletroforese dos produtos de PCR da amplificacio das partes 2A e 2C,
de aproximadamente 400 e 500 pb, respectivamente. A direita, esta o resultado da eletroforese do
produto de PCR da amplificagdo da parte 2B, onde sdo observadas bandas inespecificas e a banda de
interesse de aproximadamente 1800 pb (circulada em vermelho). Gel de agarose 1% (m/v) corado com
brometo de etidio (1 pug/mL). Padrdo de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo
Fisher Scientific). Fonte: A autora.

4.2.3.2. Construcao do plasmideo pJOE8999(SG2+SD2) e clonagem em E. coli

Apbs a purificacdo dos produtos de PCR, estes foram digeridos com enzimas de
restricdo e ligados ao plasmideo pJOE8999(SG2). A proporcdo da ligacdo foi 1:10:3:10. As
reacOes de ligacdo e controle foram transformadas em células de E. coli JM109 quimicamente
competentes. Foram obtidas trés col6nias nas placas da transformagcdo com a reacdo de
ligacdo e nenhuma colénia nas placas do controle. As col6nias foram nomeadas V1, V2 e V3
e inoculadas em meio LB liquido. No dia seguinte, foi feita a extracdo dos plasmideos e estes
foram digeridos com a enzima de restricdo Pstl. Foi feita a eletroforese dos produtos da
digestdo e o resultado é apresentado na Figura 23. As amostras que consistiam no plasmideo
pJOEB999(SG2+SD2) construido e clonado conforme esperado deveriam apresentar trés
bandas: 6533, 1919 e 1653 pb. Amostras negativas apresentariam apenas a banda de 7447 pb,
referente ao plasmideo pJOE8999(SG2) linearizado.
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Figura 23 — Resultado da eletroforese dos produtos da digestdo das amostras V1, V2 e V3 com a
enzima de restricdo Pstl.
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Resultado da eletroforese da digestdo das amostras V1, V2 e V3 com a enzima de restri¢cdo Pstl. Gel
de agarose 1% (m/v) corado com brometo de etidio (1 pug/mL). Padrdo de bandas marcador de DNA:
Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.

De acordo com os resultados da Figura 23, as amostras V2 e V3 sdo positivas, ou
seja, o0 plasmideo pJOE8999(SG2+SD2), enquanto o resultado da amostra V1 ndo ficou claro.
Estas amostras foram sequenciadas, no entanto, foram obtidos apenas resultados para o
sequenciamento da amostra V3, que sdo apresentados na Figura 24, e indicam que o

plasmideo pJOE8999(SG2+SD2) foi construido com sucesso.

Figura 24 — Resultado de sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG2+SD?2).

/\ Seq 1 442 TTAATACGACTCACTATAGGGT CGACGGCCARCGAGGCCTARATGGARARATGCTCATTTT S01

Seq 2 3061 TTAARTACGACTCACTATAGGGTCGACGGCCARCGAGGCCTARATGGARARTGCTCATTTT 3120

Seg 1 502 ATGGCATTTAGGARARGARGGCACRARARCGGTTCARTGAATTARRARCATTGATTCCTGRE 56l
RN R RN R RN R AN AR R R AR AR R AR RRARERA RN
Seq_2 3121 ATGGCATTTAGGARAAGARGGCACARARCGGTTCARTGRATTARRARCATTGATTCCTGR 3180

Seq 1 562 TATTACGCAGRRGATCCTCGTGAATCAGCTGRGAGRGCTTGAGCAGGATATGATTGTTCR 621
RN R RN R RN R AN AR R R AR AR R AR RRARERA RN
Seq 2 3181 TATTACGCAGARGATCCTCGTGRATCAGCTGAGAGRGCTTGAGCAGGATATGATTGTTCA 3240

Seq 1 €22 CAGGGRAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGARAGGTTGRATATTCTCTGACCCCGCACGGAG 681
FLRRERER R e e e e e Prere e e e e e e el
Seq 2 3241 CAGGGRAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGAR-GGTTGRATATTCTCTGACCCCGCACGGAG 3200

Seq 1 €82 A RGCCTCATGCCTATTCT IGARGCCATGIATGAGT GEEEECARAGGCTATAT GG, IT 741
FERERERE e e e e e e e e e e e e e vere e rrer el
Seq 2 3300 ARARGCCTCATGCCTATTCTTGRRGCCATGTATGRGTGGGGG-ARAGGCTATATGE-RATT 3357



Seqg_l

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seqg 1l

Seq_2

Seqg 1l

Seq_2

-------------------- TATATCGCTTGAAATACA-TTGTTTARCATAAGTACC
FEEERRER R e vereererenrerertl

228

5750

CIGTAGGGATCETACAGEGT T TACGCARGARRATGETTTGTTGTATARTARRTGTAGTAC
FRLERREEr Peen e e e e e e e e e e e e e e e e el

P ETAGEATCETACA-GETTTAC GO AL GARAATGETTTETTETATAATAAATGTAGT
TETAGEATCGTACA-GLETTTACGCAR AR AT GTTTGTTGTATAATARATGTAGT

TAGTAGCGECCECTGCAGTIGAACGCAGCAGTTTCGTITARARRTTTTTATTITTCTGTA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

e A AT AR T T TR T T TAR R AR T T TTTE T T T TT T TR
TTGRACGCAGCAGTTITOGTITTARRRATTTTTATTTITICTGTA

ARTARTGTTTAGTGGARRTGATTGCGECATCCCGCARARRRATATTGCTGTARATARACT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII

AT AL T AT T TR AT D A T L T T o e A T B C LA L AL — T T T E T T AL BT AL T
AT TGTTTAGTEGRARTGRTTGOGECATCCCGCAR L R -~ TATTGUTGTRARALATEARTT

GGARTCTITCGECAT CCCGCATGARRCTTTTCACCCATITTTCGGTGATARRRACATTTT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

GEARTCTTTCGECATCOCGCATGARAC T T T TCACCCATTTTTOGGTCATARARACATTTT
SRRTCTTTCGECAT CCCGCATGR R A TTTTCACCCATTTTTOGGT GATARARRUATTTT

TITCATTTARACTGARCGGTAGAARGATARRAARTATTGARARCARTGAATARATAGCCA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

g —

ARATTGGTTTCTTATTAGGGTGGGETCTTGLGGTCTTTATCCGCTTATGTTARACGCCGE
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

T T TR T T TTATCC e T T AT T TARACE

ATGTTRRACGCCGE

AATGCTGACTGACGGCAGCCTGCT T TAATAGCGECCATCTGT TTTTTGATTGGAAGCACT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

~ T AT T TR T A AT A T T T T T T T T AT T
CCIGCTTTAATAGUGEUCCATCTGITTTTTIGATTON

GCTTITTAAGTGTAGTACTITGGGCTATTTCGGCTGTTAGT TCATARGRATTRAARAGCTG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

BT TT T TAAGT T AT AC T T TEaECTAT T TCaGCTETTAGTTCATAAGAATTALAALAGCTE
GUITTTTARAGT GTAGTACTTI TGO TATTTOGECTGTITAGTTCATARGARTTALARAGUTG

ATATGGATAAGAARGAGRARATGCGTTGCACATGTTCACTGCTTATARAGATTAGEGGAG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

ATRTGGAT. GCACATGTTCACTGCTTATRRAGATTAGEGGAG

GIATGACAATGECCARTARGECCTTTCTAGATTARGARATAATCTTCATCTARRATATAC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

72

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento das fitas (A) direta e (B) reversa de DNA da amostra V3, um plasmideo clonado e
extraido de E. coli JM109. Em ambas as figuras, a sequéncia 2 (Seq_2) € plasmideo
pJOE8999(SG2+SD2) desenhado in silico. Na Seq_2 séo destacados o promotor T7 (azul); o sitio da
enzima de restricdo Sfil (roxo); o inicio da parte 2A do DNA doador SD2, isto é, a sequéncia parcial
do gene hxIR (vinho); parte do promotor R6 (vermelho); o sitio de clonagem BioBrick suffix (verde
claro); o promotor Pga (rosa) com a mutagdo de um nucleotideo para inativagdo da PAM (citosina “C”
grifada em vermelho); o RBS (azul escuro); e o sitio da enzima de restricdo Sfil (roxo). Fonte: A
autora, com auxilio do software Serial Cloner.

O equipamento de sequenciamento utilizado ndo da resultados maiores que 900 pares

de bases por sequenciamento, desta forma néo

é possivel sequenciar o DNA doador SD2

completamente, o qual tem 2660 pb. Além disso, as regides repetitivas na sequéncia SO_R6
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também dificultam o alinhamento das sequéncias. Apesar disso, a Figura 23 mostra que as
amostras V2 e V3 digeridas com a enzima de restricdo Pstl apresentaram os trés tamanhos de
banda que indicam ser o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2). Combinado a isso, temos o
sequenciamento parcial da fita direta (Figura 24-A) e da fita reversa (Figura 24-B) de DNA da
amostra V3, que mostram a sequéncia parcial do gene hxIR, o final do promotor R6 e o
promotor Pgta, que sofreu a mutagdo de um nucleotideo durante sua amplificacdo por PCR e
teve a sequéncia PAM inativada (TGG trocado por TCG). Todos estes resultados sdo 6timos
indicativos de que o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2) foi construido conforme planejado e

clonado em E. coli.

4.2.3.3. Transformacao do plasmideo pJOE8999(SG2+SD2) em B. subtilis

Uma vez que o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2) foi construido, este foi
transformado nas linhagens de B. subtilis 434 e 449 quimicamente competentes, seguindo o
protocolo adaptado de Altenbuchner (2016) para edicdo gendmica pelo sistema CRISPR-
Cas9. As transformacbes foram plaqueadas e, ap0s a incubacdo, 20 coldnias de cada
transformacdo foram selecionadas. As colonias foram nomeadas K1 a K20 para aquelas
provenientes da transformacgdo da linhagem 434 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2), e
D1 a D20 para aquelas provenientes da transformacdo da linhagem 449 com o mesmo

plasmideo.

As col6nias seguiram para a etapa de perda do plasmideo e teste da edicdo genémica
pelo sistema CRISPR-Cas9 através de PCR de coldnia. As colonias K1, K4, K5, D2, D5 e D6
foram as primeiras selecionadas para o teste de confirmacéo da edigdo génica, entretanto seus
resultados foram negativos. Entdo foram testadas as colonias K2, K3, K6, K7, K8, K9, K10,
K11, D3, D4, D7, D8, D9 e D10. O resultado da eletroforese dos produtos das PCRs de

colbnia é apresentado na Figura 25.
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Figura 25 — Resultado da eletroforese da PCR de col6nia das col6nias provenientes da transformagéo
das linhagens 434 e 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD?2).

A s 2B
C- K2 K3 K6 K7 K8 K9 K10 K11

[
- B ] . e
2kb—
-
1 kb — e
700 pb —es .--- -
B ¥ C
D3 D4 D7 D8 D9 D10
~— “ - -
2 kb— 2kb—
o —
1 kb —swe 1 KD — s
700 b - 700 pb— e - -

(A) Resultado da eletroforese da PCR do controle negativo C- (DNA gendmico de B. subtilis 168) e
das PCRs de colbnia das coldnias K2, K3, K6, K7, K8, K9, K10, K11 provenientes da transformagao
da linhagem 434 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2). (B) e (C) Resultado da eletroforese das
PCRs de coldnia das col6nias D3, D4, D7, D8, D9 e D10 provenientes da transformacdo da linhagem
449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD2). A seta vermelha indica as coldnias potencialmente
positivas, que podem ter passado pela edicdo gendmica esperada (modificacdo 2a) com o sistema
CRISPR-Cas9. Gel de agarose 1% (m/v) corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Padrdo de bandas
marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.

Foram utilizados os oligonucleotideos externos da sequéncia de DNA doador SD2
nas PCRs de colbnia, desta forma, se as col6nias fossem positivas para a edi¢cdo genémica,
apresentariam a sequéncia SD2 inserida em seu genoma e uma banda no gel equivalente a
aproximadamente 2660 pb. No caso de as coldnias serem negativas e ndo terem sofrido a
edicdo gendmica, estas apresentariam uma banda de aproximadamente 900 pb, como o
controle negativo que é o produto de PCR do DNA gendmico de B. subtilis 168. E possivel
observar na Figura 25 que as amostras K7, K8 e D3 apresentam bandas que indicam que estas
colbnias sdo positivas, entdo o produto da PCR de col6nia destas amostras foi sequenciado e

os resultados sdo mostrados nas Figuras 26 e 27.
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O baixo rendimento da edigdo génica ap6s a modificacdo 2a pode estar relacionado

ao baixo “on-target score” da sequéncia-guia SG2 do gRNA (Tabela 10). Ainda assim,

obtivemos pelo menos uma coldnia potencialmente positiva para cada transformacao.

Figura 26 — Resultado do sequenciamento da fita direta da PCR de colénia da amostra K7.

Seq_1

Seq_2

Seq_1

Seq_2

Seq_l

Seq_2

Seq_ 1l

Seq_ 2

Seq 1l

Seq 2

Seq_1

Seq_2

Seq_1

Seq_2

Seq_l

Seqg_2

345

3475

405

3535

ITTTTTTGCCTITITITCGGTITT T GOGCGGTACACATAGT CATGTARAGRTTGTARATT

Frerererrerrrer e e e e et e et e et e e e e e e e
ITTITTTGCCTITITITCGGTITTTGOGCGGTACACATAGT CATGTARAGRTTGTARATT

GCRTTCAGCRRTARR AR A GAGRRTTCTTARCTTTTARAGTATGGGCARTCARTTGITCC
Frerererrerrrer e e e e et e et e et e e e e e e e

GCATTCAGCARTARARARLGAGARTTCTT

IGT AR AT TGCTTTAGTARTACTTTGGCAGCGETTTGTIGTATTGAGTTTCATTTGCGC
Frerererrrrererer teerere e ee e r e e e e e e e e e

ATTGGTTARATGGARAGTGACCGTACGCTTACTGUAGCCTARTATTITTGRARATATCCCE
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e el

AGAGCTCTITCCTICGCATGLCCACGCTARACRATTCTITITCTICTTITGEITARATCGTT
FEErererrrrrrer e e e rer e e e b e et e e e e e e rr el

GITIGATITATTATTIGCTATATTTATITITCGATARTTAT CARCTAGRGRAGGRACART
FEErererrrrrrer e e e rer e e e b e et e e e e e e rr el

AR TGGTATGTTCATAC AT GCATGTARR AR TR AR CTATCTATATAGGTTGICTTITICTICTG
Frerererrrrererererrrrrrere e e rerererer e terrrrrr el

ARTGTGCARRRCTARGCATTCCCGRRAGGCCATTATTAGCAGTATGARTAGGGARACTARR
Prrererrererrerrrrerer e rererrr e e e e e e e e e el

3438

3473

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento da fita direta de DNA da PCR de colénia da amostra K7 e sequéncia 2 (Seq_2) é parte
do genoma de B. subtilis com a modificagdo 2a desenhado in silico. Na Seq_2 sdo destacados o final
sequéncia do gene hxIR com o terminador (vinho), o sitio da enzima de restricdo EcoRI utilizado
durante a construcdo da sequéncia (azul escuro) e o inicio da sequéncia SO (laranja). Fonte: A autora,
com auxilio do software Serial Cloner.



Figura 27 — Resultado do sequenciamento da PCR de col6nia da amostra D3.
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A

Seq_2

Seq 1l
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Seq 1

Seq_2

Seq_1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

251

34149

35349

471

35549

TITITTIGCCTITITT T OGGT I T T T GOGOGGTACRCATAGTCATGTAARGATTGTARATT
TEEEPETTEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TTTTTTIGCCTITTITTCGGTTITTGOGOGGTACACATAGTCATGTARAGATTGTARATT

GOATTCAGCRATARA R AL GG TTCTTARCTTTTARAGTATGGGCRARTCRATTGCTCC
FEEEErrer e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e ety

TeTTARATTGCT I TAGRARATACTTTGGCAGCGETITGTIGTATIGRGTITCATTITGLGE
IIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

ATTGGTTARATGEARAGTGACCETACGCTTACTGCAGCCTAATATTTTTGRARTATCCCR
INERERRER IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

AGAGCTCTITCCTICGCATGUCCACGCTARACATTCTTITICTCTITIGGTTARATCGTT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIH

GITIGATTTATIATITGCTATATITATITTTOGATART TATCAACTAGRAGRAGGRACRAT

TARTGGTATGTTCATACATGCATGTARRRATARACTATCTATATAGTIIGICTITICICTIGR
FEEEErrer e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e ety

ATGTGCARR AT ARG AT TCCGRAGCCATTATTAGCAGTATGA-TAGGGARACTARRCCC
INERERRER IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII

3583

530

3658
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B Seq 1 &es TATATATTARCACGCTIGTITAGT CA-GGTATTACAGRRTATGTA-CA-GTACATC-ACAGC 313
PEEEEEE rerrr e e e e e trerr e e e e TR Tt
Seq_2 43460 449149

Seq_1 812 A TAGAGCGATTTTTARRGCGTATTARRGTTCCTTGTCATCGTATTGEAGRCARAGARAT 753

FEErerrrrrrer e et e e e e e et e e e e e e e el
Seqg_2 4520 449749

Seq l 752  TCRIGTIATTAGSTIGATACTARATCGGTIIGIAT-GICTATGCCTIATTRAATGRACAGITIRR €94
Frererrrrrrererrrrerererrrrerer e terer e e re e re el
Seq 2 4980 5039

Seq_l ©%3 ARRAGCAGTCTTARATTAACTAGRACCCATCTCTTTATCCTTTACCTATTIGITIGSETCGC 634
Frererrrrrrererrrrerererrrrere e e e e e rrrrerrrrer el
Seqg_2 5040 ACTAGRARCCCATCTCTTTATCCTT-ACCTATTGTITT-GICGS 5087

Seq 1 ©33 AAGTTTTGOGTGTITATAT-TCATTARARCGGTARTAGATTGACATTTGATTCTRAATARAT 573

Frerererrrrerer et terer e e e e e e e e e e e
Seq_2 5098 AARGTITTIGCGIGITATATATCATIARRACGGTARATAGATTGRCATTTGATICTARTARAT 5157

Seq 1 574 IGGATTTITGICACRCTATTATATCGCTIGARATACRRTIGTITTRAACATARGTACCIGIA 515
FEErErerrrrer e e et e e e e e e e e e e e e re el
Seq_2 5158 TGGATTTITGTCRCRCTATIATATCGCTITGRARATACARTTGTITARCATRAAGTACCTGTA 5217

Seq_1 514 GeRTCGTACAGSTTTACGCAAGR AR A TGGTTTIGTTGTATAATARATGTAGTACTAGTAGT 453

FEEETEEE e e et e e et e e et e e e e e e e e e e e e el
Seq 2 5218 GGATCGTACAGGTTTACGCRAGARARTGGTITTGITGTATARTARATGTAGT 5277

Seq 1l 454 GGOOGCTGCAGTIGRACGCAGCAGRRARGTATARARRTTITTATTIITICTGTIRARTARATG 3835
FEEEEEErrrrer e et P e Er e e e ee e et

Seq_2 5278 TTGRRCGCAGCAGTTIOGTTTARRRRTTITTATTITTCTGTRARTRATG 5337

Seq_1 394 TTTAGTGGARRTGATTGOGGCATCCCGCARARRRTATTGCTGTAARTRARRCTGGARTCTT 335
PEEEVEETE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Seq 2 5338 TITAGIGGRARATGATTGCGGCATCCCGCARRRRATATTGCTGTARATARACTGGRATCTT 5397

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento das fitas (A) direta e (B) reversa de DNA da PCR de colonia da amostra D3. Em
ambas as figuras, a sequéncia 2 (Seq_2) é parte do genoma de B. subtilis com a modificacdo 2a
desenhado in silico. Na Seq_2 sdo destacados o final sequéncia do gene hxIR com o terminador
(vinho), o sitio da enzima de restricdo EcoRI utilizado durante a construcdo da sequéncia (azul
escuro), o inicio e o final da sequéncia SO (laranja), o promotor R6 (vermelho), o sitio de clonagem
BioBrick suffix (verde claro), o inicio do promotor Pga (rosa) com a mutagdo de um nucleotideo para
inativagdo da PAM (citosina “C” em amarelo). Fonte: A autora, com auxilio do software Serial
Cloner.

A combinacdo dos resultados de PCR de colbnia e sequenciamento do genoma das
colbnias K7 e D3 indicam que ambas passaram pela modifica¢do 2a e tém o sistema sintético
de autoinducdo da expressdo génica inserido em seu genoma e 0S promotores R6 e Psia
regulando a expressdo do operon srfA. Com esta confirmacdo, as linhagens K7 e D3 foram

renomeadas para 434-2a e 449-2a, respectivamente, e estocadas a -80°C.

O objetivo de introduzir o sistema sintético de autoindugdo da expressao génica no

controle do operon srfA € que, além de dados na literatura mostrarem que o promotor R6 é
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mais forte que o promotor Psa, este sistema sintético faz com que a expressdo génica do
produto de interesse tenha inicio quando a concentracdo de células no meio atinge um limiar,
geralmente no inicio da fase exponencial do crescimento bacteriano (CORREA et al., 2020).
J& o promotor nativo Psa, € ativado apenas no final da fase exponencial e inicio da fase
estacionaria (CORREA et al., 2020; GEISSLER et al., 2019). Fazer com que o pico de
producdo seja atingido mais rapidamente € interessante para producdo de surfactina, uma vez
que esta molécula € um tensoativo e pode causar rompimento da membrana celular

bacteriana.

4.2.4. Modificacdo 2b

4.2.4.1. Desenho e obtencdo do DNA doador SD3

Na modificagdo 2b, o promotor Psa foi substituido pelo sistema sintético de
autoinducdo da expressao génica no controle do operon srfA. Esta modificacdo foi desenhada
pois 0 promotor Psra responde ao sistema de quorum sensing de B. subtilis e sua regulacdo é
dependente de varias moléculas, assim como muitas outras moléculas podem levar a repressao
deste promotor e consequente interrupc¢ao na biossintese de surfactina. O sistema sintético de
autoinducdo da expressdo génica, por outro lado, ndo sofre repressdo de moléculas do
metabolismo de B. subtilis e sua ativagdo depende apenas da proteina LuxR ligada ao
metabolito AHL (CORREA et al., 2020).

A sequéncia de DNA doador SD3 é composta de trés partes: a sequéncia parcial do
gene hxIR (parte 3A) e a sequéncia parcial do gene srfAA (parte 3C), que funcionam como
bracos de homologia, e entre elas esta a sequéncia SO e o promotor R6 (parte 3B), que foram
inseridas no genoma bacteriano. As trés partes foram obtidas através de amplificagdo por PCR
do DNA gendbmico de B. subtilis 168 (partes 3A e 3C) e do plasmideo
pBS3Clux_luxRI_Plux3.2 (parte 3B). A Figura 28 mostra o resultado da eletroforese dos
produtos de PCR.
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Figura 28 — Resultado da eletroforese dos produtos de PCR das partes 3A, 3B e 3C do DNA doador
SD3.
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(A) Resultado da eletroforese dos produtos de PCR da amplificacdo das partes 3A e 3C, de
aproximadamente 400 pb. (B) Resultado da eletroforese do produto de PCR das tentativas de
amplificacdo da parte 3B, onde sdo observadas bandas inespecificas e as bandas de interesse de
aproximadamente 1800 pb (circuladas em vermelho). 3B(T70) e 3B(T72) foram reacbes de PCR
realizadas com a enzima Time Hifi com as temperaturas de anelamento de 70 e 72°C,
respectivamente; 3B(P70) e 3B(P72) foram reacfes de PCR realizadas com a enzima Phusion High-
fidelity com as temperaturas de anelamento de 70 e 72°C, respectivamente. Gel de agarose 1% (m/v)
corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Padrdo de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus
(Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.

Novamente, houve dificuldades na amplificacdo da sequéncia SO_R6 (parte 3B), entdo
foram feitas véarias reacdes de PCR com diferentes temperaturas de anelamento. Por fim, foi
possivel purificar a banda de interesse do gel de eletroforese das amostras de PCR realizadas

com a enzima Phusion High-fidelity e a temperatura de anelamento de 72°C.

4.2.4.2. Construcdo do plasmideo pJOE8999(SG2+SD3) e clonagem em E. coli

Assim que os produtos de PCR referente as trés partes da sequéncia SD3 foram
purificados, estes foram digeridos com enzimas de restricdo e ligados ao plasmideo
pJOEB999(SG2). A proporcao da ligacdo foi 1:10:3:10. As reacOes de ligagcdo e controle
foram transformadas em células de E. coli JIM109 quimicamente competentes. Foi obtida

apenas uma col6nia na placa da transformagcdo com a reacdo de ligacdo. Esta colonia foi



80

denominada H2 e foi cultivada em meio LB liquido. No dia seguinte, foi feita a extracdo do

plasmideo.

O plasmideo foi utilizado como molde para a PCR com os oligonucleotideos de
sequenciamento pJOE8999.seq_fw e pJOE8999.seq_rv. Caso a sequéncia de DNA doador
(2611 pb) estivesse no plasmideo, o produto da PCR teria aproximadamente 3000 pb,
considerando a regido onde os oligonucleotideos anelam. A Figura 29 apresenta o resultado

da eletroforese do produto da PCR.

Figura 29 — Resultado da eletroforese do produto da PCR do plasmideo pJOE8999(SG2+SD3) com 0s
oligonucleotideos de sequenciamento.
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Resultado da eletroforese do produto de PCR do plasmideo extraido da colénia H2. Gel de agarose 1%
(m/v) corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Padrao de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb
Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.

O resultado da PCR indica que o plasmideo possui a sequéncia SD3, portanto, ele foi
sequenciado e os resultados sdo apresentados na Figura 30. Como explicado anteriormente, a
sequéncia SO ndo pode ser sequenciada completamente devido ao seu tamanho, mas a
combinacdo dos resultados nas Figuras 29 e 30 confirmam que o plasmideo
pJOEB999(SG2+SD3) foi construido corretamente e clonado em E. coli.



Figura 30 — Resultado de sequenciamento de DNA do plasmideo pJOE8999(SG2+SD3).
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B Seq 1l 833 - GICGCARGTTTTGUGIGTTAT-TATICATTARRACGGTRAATAG 792
Frerrrrererrererrerer e terrr e e e
Seq_2 9421 ATCCTTRACCTIATTGITIGICGCRAAGITITGCGIGITATATA-TCATTARAACGGTARTAG 9479

Seq_1 791 ATTGRCATTTGATTCTARTRAARTTGGGATTTTIGTCACACTATTATATCGCTTGARATAL 732

Frerrrrerererrrrerrrrerer e terer e e e be e e e e e e ey
Seq_2 9480 AITGACATTIGATTCTRRTRRATIGG-ATTITIGICACACTATTATATCGCTTGRLRATAC 9538

Seq 1 731 AATTGTTTARCATARGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCRAGRRRATGGTTIIGITIG 672
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e rrny
Seq 2 953% ARTTGTTTARCATAARGTACCTGTAGGATCGTACAGGTITTACGUARGRRRATGGTTITIGITG 9553

Seq_ 1 671 TATRARTRARATGTAGTATTAGGGGAGGTATGACARTATGGARATARCTTITTACCCTTITAR 612
FEEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Seq 2 9559 TATARTARRTGIAGT TATGRCRATATGGRRATRACTITITACCCTITRR 9653

Seq 1l gll CGGATGCACARRRRRCGRARTTTGGTACACAGARRRRATTTTATCCTCACRACGAGCATTTCAR 552
FECEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e el
\ACGRATTTGETA VATTTTATCCTCRC AGCATTTCRR &718

Seq 2 9659

Seq 1l 551 AICTIGCGGGGATTIGGTARGCIGGITICAGCIGATGCGATTGATTATGIGCTIGITGAGD 452
FECEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nd
Seq_2 971% ATCTTGCGGGGATTGGTARGCTGGTTTCAGCTGATGOGATTGATTATGTGCTIGTIGAGE 9778

Seq 1 491 AGGUGATTCARGRGTTTATTCGCAGARATGACGUCATGCGCCTITCGGTTGOGGCTAGRTG 432
FECEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e el
Seq 2 8779 AGGCGATTCRAGAGTTTATTCGCAGARATGRCGCCATGUGLCTICGGTITGOGECTAGATG 9838

Seq 1 431 ARAACGGGGAGCCTGTTCRAATATATTAGCGAGTATCOGGCCTGITGATATARARCATACTG 372
PETERETEE e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Seq 2 59839 ARRACGGGGRAGUCIGITCRATATATTAGCGAGIATCGGUCTGITGATATARARRCATRCTIG G848

Seqgq 1l 371 ACACTRCTIGRAGATCCGAATGUGATAGAGITTIATITCACRATGGAGCCGGGAGGARACGR 312
FECEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e el

Seq 2 989% RACACTRACTGARGATCCGAATGCGATAGRGTTTATITCACAATGGRAGCCGGGRAGGARLCGRE 9858

Seq l 311 AGRRRCCTTITGOCGCTIATACGATTGIGATITGITCCGITITICCTITGITCACCATARAGS 252

FEEEEEEErerrrrend IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII
Seq_2 995% RAGRRRCCTTITGCCGCTAT ki

10018

Seq_1 251 AARATGRAGTCTGETGECCARTARGECCTTTCTAGRTTARGRARTRAATCTTCATCTARRR 152

FECEEEEEE e e et
Seq 2 10019 RRRATGRAGIGIGGIGGCCARATARGGCCIT--——————————————————— 10048

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento das fitas (A) direta e (B) reversa de DNA da amostra F2, um plasmideo clonado e
extraido de E. coli JM10. Em ambas as figuras, a sequéncia 2 (Seq_2) é plasmideo
pJOEB999(SG2+SD3) desenhado in silico. Na Seq_2 séo destacados o final da sequéncia do gene hxIR
com o terminador (vinho), o inicio da sequéncia SO (laranja), parte do promotor R6 (vermelho), o RBS
1 (rosa claro), e a sequéncia parcial do gene srfAA (verde escuro) e o sitio da enzima de restricdo Sfil
(roxo). Fonte: A autora, com auxilio do software Serial Cloner.

4.2.4.3. Transformacdo do plasmideo pJOE8999(SG2+SD3) em B. subtilis

Assim que obtivemos a confirmacdo da construcio do plasmideo
pJOE8999(SG2+SD3), ele foi transformado nas células quimicamente competentes de B.
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subtilis 434 e 449 para edicdo génica pelo sistema CRISPR-Cas9 seguindo o protocolo
adaptado de Altenbuchner (2016). As transformacdes foram plaqueadas e, apds a incubacéo,
30 colbnias de cada transformacdo foram selecionadas. As col6nias provenientes da
transformacéo da linhagem 434 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD3) foram nomeadas Al
a A30 e aquelas provenientes da transformacdo da linhagem 449 com o mesmo plasmideo

foram nomeadas B1 a B30.

As colbnias seguiram para a etapa de perda do plasmideo por incubacdo a 44°C,
seguida para o teste de perda do plasmideo e, por fim, PCR de col6nia daquelas que perderam
0 plasmideo para confirmar a edicdo gendmica pela técnica de CRISPR-Cas9. Para esta
Gltima etapa, foram selecionadas as col6nias Al, A2, A4 a A6, A12 a Al15, A21 a A26; B2,
B3, B5, B8 a B17. O resultado da eletroforese dos produtos da PCR € apresentado na Figura
31

As reacdes de PCR de colbnia foram feitas com os oligonucleotideos externos da
sequéncia de DNA doador SD3, 2A-3A-4A fw e 3C-4C_rv. Colbnias potencialmente
positivas, nas quais a modificacdo 2b ocorreu, deveriam apresentar uma banda no gel de
aproximadamente 2600 pb; j& coldnias negativas deveriam apresentar uma banda de
aproximadamente 1300 pb. Pelo resultado do gel de eletroforese (Figura 31), as coldnias A15,
A21, A23 a A26, B2, B11, B13 a B17 eram potencialmente positivas para a modificacéo 2b.
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Figura 31 — Resultado da eletroforese da PCR de col6nia das col6nias provenientes da transformagéo
das linhagens 434 e 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD3).
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(A) e (B) Resultado da eletroforese das PCRs de colbnia das col6nias Al, A2, A4 a A6, A12 a Al5,
A21 a A26 provenientes da transformacdo da linhagem 434 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD3).
(C) Resultado da eletroforese das PCRs de colénia das colbnias B2, B3, B5, B8 a B17 provenientes da
transformacdo da linhagem 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD3). A seta vermelha indica as
coldnias potencialmente positivas, que podem ter passado pela edicdo gendmica esperada
(modificacdo 2b) com o sistema CRISPR-Cas9. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (1
pg/mL). Padrdo de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific).
Fonte: A autora.

O produto de PCR das colbnias Al5, A24 a A26, B2, B11, B13 a B15 foi
sequenciado para confirmar a modificagdo 2b e os resultados séo apresentados nas Figura 32 e
33. A Figura 32 mostra o resultado do sequenciamento da fita reversa da PCR de colbnia da
amostra A24 e um resultado semelhante foi obtido para as col6nias A26, B2, B13 e B14. A
Figura 33 mostra o resultado do sequenciamento da fita direta da PCR de colonia da amostra

B15. Com isso e os resultados das PCRs de colonia, podemos concluir que a modificacéo 2b
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foi realizada com sucesso nas linhagens 434 e 449. Assim, obtivemos as linhagens B. subtilis
434-2b e 449-2b.

Figura 32 — Resultado do sequenciamento da fita reversa da PCR de coldnia da amostra A24.

deg 1 TE3 TAAACAGTARCATCARCAGCARTAGRGCGAT TTTTAARGCGTATTAARGTTCCTTGTCAT  T04
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Seg 2 9234 TRR- R ¥ Zr RARGOGTATTRARGTTCCITGTCAT 9252
Seg 1 T2 CEL AT TE A CA AR CARA TTCATCTATTRAGET GATACTRARR TOGETTETATIEICTATE 644
PIRTREEREREr e et e ee e e e e e e e e el
Seg 2 5253 CETATTGEAGACARAGARATTCATETATTAGETGATACTAARTCGETTGTATTGTCTATE 5352
Jeg 1 643 CCTATTARTGARCRAGTT TARARARGCAGT CTTARATTRACTRAGRACCCATCTCTTTATCC 584
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
S=g 2 9353 ARTGAR TARARARG ARATTRACTRGRACCCATCTCTITATCC 5412
deg 1 G&83 TTACCTATTET TTEETCECAAGT TT TGO TG TTATAT-TCATTAARACGETRAATAGATTE 525
PREEREEREree s perrerr e e e ee e bt e el
Zmg 7 9413 TTACCTATIGTTITG-TCGCRRGTTITGCSTGTTATATRATCATTARRACGETRATAGRITE 5471
S3=g 1 5242 ACATTTGRT TCTARTRARTTGGATITT TG TCACRACTATTATATCOGCTTGRARTRCRATTE 465
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Geg 2 5472 ACATTTGATT AARTTGEATT TT TETCACACTATTAT AARTACBATTE 59531
deg 1 164 TTTAACATAAGTACC TETAGGATCGTACAGE TTTACGCARGAARATEGETTTETTGTATAR 405
PRRTREERERE e et b e ee e e e e e e e el
Zeg 7 0332 TTTRACRTARGTACCTGTAGGATCGTACAGSTTTACGCARGERRRTGGTITTGTIGIATAR 5581
Seg 1 404 TAART T AGTATTAGEEGAGETATGRCRATATGEARATARCTITTITACCCTTTRACGEAT 345
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
E:C_z 582 2 TEACARTATGCARATARITTT CCTTTAACGEAT 2651
Seg 1 344 GCACARARR CGRATT TGETRCRACRGRARARTTTTATCCTCACACGRAGCATITCRARTCTT 285
PREEREERERE et e e ee e e e e e e el
Geg 2 59652 GCACARARRCGAATTTGGETACACACRARAATTTTATCCTCACACGAGCATTITCAARTCTT 5711
deg 1 284 GUGEEEATT GETARGCTEETT TCAGCT GATECGAT TGATTATGTGCT TG TTGAGCAGECE 225
PIRETREERERE e et e e ee e e e e e el
Beg 2 8712 GOGEGEATTGGTARGCTGETITCRAGCTEATGOGRTTGRTTATGTGCTITETIGAGIRAGEIE 8771
Geg 1 224 ATTCARGRGTT TATT CGCAGARATGRAC G CATGCGUCTICGET TEOGEC TAGATGRARALC  LES
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
E:C_: 8772 ATTCAZ T TATT oG CAGARA T A B CA TG OGO TTOGET TEOGEC TAGATCRARAL 9821
deg 1 164 GEEEAGC CTET TCAATATATTAGCGAG TATCGECC TG TTGATATARARCATAC TGACACT 105
PREEREERERE e e et e ee e e e e e e el
Seg 2 5832 GEGEAGCCTGITCRATATATIAGCGAGTATCGECCTGTIGATATARARCATACTGACACT 5851
Geg 1 104 ACTGAAGAT CCGAATECGATAGAGT TTAT TTCACARTEEAGUCEECACGRARC CARGARAR 45
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
EEC_: ZEe2 ACTERRGART SRR T AT R GI TTAT TT AR A TR CRGERR AT AR GRRR 2Bl

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento da fita reversa de DNA da PCR de coldnia da amostra A24 e sequéncia 2 (Seq_2) é
parte do genoma de B. subtilis com a modificagdo 2b desenhado in silico. Na Seq_2 s&o destacados o
final da sequéncia SO (laranja), o promotor R6 (vermelho), o RBS 1 (rosa claro), e o inicio da
sequéncia parcial do gene srfAA (verde escuro). Fonte: A autora, com auxilio do software Serial
Cloner.
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Figura 33 — Resultado do sequenciamento da fita direta da PCR de col6nia da amostra B15.

Seq 1 148 TATTCTCTGACCCOGCACGEAGRARGCCTCATGOCTATTCTTGRAGCCATGTATGAGTGS 207
FETEEV PR e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Seq 2 7T61% TATTCTCTGRCCCCGCACGGAGRARGCCTCATGOCTATTCTTIGAMRGCCATGTATGAGTGE T67E8

Seq 1 208 GGGARRGGCTATATGGRATTGATTGATATCGACARRARTGTCATGRAARGRATCOGTTGTAR 267
FETEEV PR e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Seq 2 7679 GEGRAAGGCTATATGGRATTGATTGATATCGACARRARTGICATGRARGRATCGTIGIAL 7738

Seq 1 263 GRCGUTCTICGCRRGGETIGICTITITIIGCCTITTIITICGGITITIGOGOGETACACATA 327
PEEEErerer e ee e e e e e e b e e e e e e e e e e el

Seq 2 7739 GRCGCICTTCGCRAGGGIGICTITITITGCCITITITITCGGITITIGOGCGETACRCATA 7758

Seq l 32%  GICATGIARAGATTGTARRATTIGCATTCRGCARTRARRRARGRARCTTTTRARAGTATGGGC 387
PEEEErerer e ee e e e e e e b e e e e e e e e e e el

Seq 2 7799 GICATGTAAAGATTGTARATTGCATTCAGCAATARARARAGH 7858

Seq_l 388  ARTCAATTGCTCCTGTTARAATTGCTTTRGAAATACTTTGGCAGCGGTTTGTIGTATIGA 447
RN RN AR R RN RN NN RN AN R RN AR RN RN NN NNA AR

Seq 2 7859 7918

Seq 1 443 GITICATTTIGCGCATIGGTTARAT GEARRGTGACCGTACGCTTACTGCAGCCTRATATTT 507
Frerererrrrrrerere et e e re e e e e e e e e e e e e e et
Seq_2 7818 ]

S5eq 1 508 TTGARATATCCCARGAGCTCTTTCCTTOGCATGOCCACGCTRARRCATTCTTTITICICTT 567
FEEETEEE e e e et e et e e e e e e e e et Perer el
Seq 2 79798 3037

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seg_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento da fita direta de DNA da PCR de coldnia da amostra B15 e sequéncia 2 (Seq_2) é
parte do genoma de B. subtilis com a modificacdo 2b desenhado in silico. Na Seq_2 sdo destacados o
final da sequéncia do gene hxIR com o terminador (vinho) e o inicio da sequéncia SO (laranja). Fonte:
A autora, com auxilio do software Serial Cloner.

4.2.5. Modificagdo 2c
4.25.1. Desenho e obtencdo do DNA doador SD4

Conforme descrito na metodologia, a sequéncia do promotor TP2 (sequéncia 4B) foi
obtida como oligonucleotideos, os quais foram anelados para formar uma fita dupla de DNA.
As sequéncias flanqueadoras 4A e 4B foram amplificadas por PCR do genoma de B. subtilis
168. A Figura 34 mostra a eletroforese dos produtos de PCR, demonstrando que a

amplificacdo ocorreu conforme o esperado.
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Figura 34 — Resultado da eletroforese dos produtos de PCR das partes 4A, 4C do DNA doador SDA4.
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Resultado da eletroforese do produto de PCR da amplificagdo das partes 4A e 4C, de 400 e 420 pb,
respectivamente. Gel de agarose 1% (m/v) corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Padrdo de bandas
marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A autora.

4.2.5.2. Construcdo do plasmideo pJOE8999(SG2+SD4) e clonagem em E. coli

Uma vez que as trés partes da sequéncia do DNA doador SD4 foram obtidas, seguiu-
se 0 protocolo adaptado de An et al. (2010) para clonagem delas no plasmideo
pJOE8999(SD2). Conforme descrito no topico 3.3.3.2 da metodologia, o primeiro passo foi
realizar na mesma reacao a digestdo das partes 4A, 4B e 4C com a enzima de digestdo Bsal e
a ligacdo com a enzima T4 DNA Ligase. Esta etapa visa transformar os trés insertos em um,
ou seja, a sequéncia SD4, porém a reacdo também resulta na ligacdo inespecifica de algumas
partes. Tendo isto em vista, o produto da reacdo de digestdo e ligacdo foi analisado em

eletroforese e apenas a banda de interesse de 951 pb foi purificada do gel.

A sequéncia de DNA doador SD4 foi entdo digerida com a enzima de restricdo Sfil e
ligada ao plasmideo pJOE8999(SG2) digerido com a mesma enzima. Foram testadas trés
proporcdes (plasmideo:inserto) na reacdo de ligacdo: 1:4, 1:5 e 1:10. Tanto as reagdes de

ligagdo quanto do controle foram transformadas em E. coli IM109.

Para a proporcao 1:4, foi obtida uma col6nia na transformacéo da reacdo de ligacéo e
uma coldnia na transformacéo do controle. Para as proporcfes 1:5 e 1:10, foram obtidas,

respectivamente, 20 e 9 col6nias nas transformacdes das reacdes de ligacdo e 10 colbnias na
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transformacdo do controle. Considerando a diferenca do numero de colbnias entre a
transformacéo de ligacdo e do controle, a reacdo na proporcéo 1:5 apresentava mais chances
de col6nias positivas. Entdo, 8 coldnias da transformacdo da reacdo de ligacdo na proporcao

1:5 foram inoculadas em meio LB liquido e incubadas a 37°C por 12 horas.

No dia seguinte, os plasmideos foram extraidos das culturas e utilizados em reagdes
de PCR com os oligonucleotideos de sequenciamento pJOE8999.seq-fw e pJOE8999.seq-rv.
Os produtos das reacGes de PCR foram avaliados em eletroforese e a Figura 35 mostra os
resultados. No caso do inserto SD4 ter sido ligado com sucesso ao plasmideo
pJOEB999(SG2), seria observada uma banda de aproximadamente 1700 pb. Caso contrério,
seria observada uma banda de aproximadamente 790 pb. Sendo assim, temos que as amostras
C2, C3 e C4 eram potencialmente positivas.

Figura 35 — Resultado de eletroforese dos produtos de PCR das amostras C1 a C8 provenientes da
tentativa de construcdo do plasmideo pJOE8999(SG2+SD4).
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Produto de PCR amostras C1 a C8, as quais sdo plasmideos clonados e extraidos de col6nias de E. coli
JM109 ap6s a transformacgdo com a reacdo de ligagdo do inserto SD4 ao plasmideo pJOE89999(SG2).
A seta indica resultado potencialmente positivo, ou seja, amostras em que o plasmideo
pJOEB999(SG2+SD4) foi construido. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (1 pg/mL).
Padrdo de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). Fonte: A
autora.

Os produtos de PCR das amostras C2, C3 e C4 foram sequenciados e o resultado do
sequenciamento da amostra C3 é apresentado na Figura 36, o resultado do sequenciamento da
amostra C4 foi similar, confirmando que o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4) foi construido

com sucesso e clonado em E. coli IM109.
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E interessante ressaltar que a amostra C2 também foi sequenciada, contudo, o
resultado mostrou que as partes 4A e 4C ligaram-se sem a parte 4B da sequéncia SD4 durante
a reacdo de digestdo e ligacdo e que a purificacdo do produto desta reacdo do gel de
eletroforese ndo eliminou os produtos inespecificos de tamanho proximo a 950 pb, assim,
alguns destes produtos ligaram-se ao plasmideo. Observando a Figura 35 novamente,

podemos supor que 0 mesmo aconteceu com as amostras C5 e C7.



90

Figura 36 — Resultado de sequenciamento de DNA da fita direta do plasmideo pJOE8999(SG2+SD4).

Seq l 41 ATTRRARRCATTGATTCCTGRATATTACGCAGRAGRTCCTOGTGRATCAGCTGRGRGAGCT 100

FECEEEEE R et e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e et
Seq_2 7501 ATTARRRRCATTGATTCCTGATATTACGCAGRAGATCCTCGTGAATCAGCTGAGRGAGT 7560

Seq 1 101 TGAGCAGGATATGATTGTTCACAGGGARGTGTATCCAGTIGTCOCGUCGAAGSTTGARTE 160
FEErererrrrerer e re e e e e e e e e e e e e e e e
Seq_2 7561 TGRAGCRAGGATATGATTGITCACRAGGGAAGTGTATCCAGTTGTCCOGCCGRAGGTTGRATA 7620

Seq 1 16l TICICTGACCCCGCACGGRAGRRRGCCTCATGUCTATICTIGRAGCCATGTATGAGTGEGEE 220

PELREEEE ettt e et e e e e e e e e e e e e r e e e et
Seq 2 7621 TICICIGACCCCGCRCGGRGRARGUCTCATGCCIATICTIGRAGCCATGTATGAGIGEE:E 7650

Seqg_1 221 GRRAGGCTATATGGARTTGATTGATATCGACRARARTGTCATGRARGRATCGTTGTARGRE 280
FECEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e ket
Seq 2 Te8l GRRAGGUTATATGGRATTGATTGATATCGACRARARATGTCATGARAGRRTUGTIGTRAGR 7740

Seq_1 281 CECTCTTOGCARGEETGTCTTTITTIGOCTITTITITCOGGTITITGOGUGETACRACATAGT 340
PECETEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e r e et
Seq 2 7741 CGCTICTITCOGCARGGGIGICTITITITIGCCTITTITTICGGTITITIGOGOGGTACACATAGT 7800

Seq_1 341 CATGTARRAGATTGTARATTGCATTCAGCARTARRRRRARGRTTARATCTCRARRRRGETETT 400

PECREEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et
Seq 2 7801 CAIGTARRGRTTIGIARATTGCATTCAGCRATARARARAGATTRARTCTCARARAGGTGTIT 7360

Seq_1 401 GRCATICARR R AR A TATGGTATARTGCOCCCARRRATCOGCRARRARAGTSTTGACRACTT 4460

FEEEEEEr e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e et
Seq_2 786l GACATTCRARRRCRRRATATGGTATAATGCCCCCARRRTCOGCARRLRAGTGTTGRCRRCTT 7920

Seq 1 461  ARCTCAGATICIGGIATRATAGARRRRGRAGGRGATATARCATATGGRRATARCTTIITITACC 3520

FEEEEEEr e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e et
Seq_2 7921 ARLRCTCRGATCTGGTATALTRGRRA ATGGRRATRACTTTTITACC 7980

Seq 1 521 CITTARCGGATGCACRRRRRCGRARTTTGGTACACAGRARRRATTTTATCCTCACACGAGCE 380
PECREEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et

Seq_2 7981 CTITRRCGGATGCRACARRLARCGRATTTGGTACACAGRARRATTTTIATCCTCACRCOGRGCA 8040

Seqg 1 581 TITC AR TCTTGOGEEEATIGGTARGCTGETTICAGCTGAT GUGATTGATTATGIGCTIG 640

FEEETEEE e e et e b e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Seq 2 8041 TITCRARARTCTTGUGGGGAITGGIRARGCIGGTITICAGCTIGATGCGATIGATIATIGIGCTIG &100

Seq_ 1l 641  TIGAGCAGGCGATTCAAGAGTTTATTCGCAGRARTGACGCCATGCGCCITICGGTTGOGES 700
PEEEPETT R et e e e et e e e e e e e e e e e e e et

Seq 2 8101 TIGAGCAGGUGATTCAAGAGTTTATTCGCAGARATGACGCCATGUGUCTICGETTGOGES  &le0

Seq 1 701 TAGATGRARRCGGGGAGCCTGITCRATATATTAGCGAGTATCGGCCTGTTGATATRARRAC 760
FEEETEEEEr e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Seq 2 B8l6l TAGRTGRARRRACGGGGAGCCIGITCRARTATATTAGCGAGTATCGGUCTGTTGATATARARRC 8220

Seq 1 76l ATACTGRCACTACTGRAGATCCGRATGCGATAGAGTTTATTTCACARATGGAGCCOGGEGCA 820
FEEETEEEEr e e e et e et e e e e e e e e e e e e e el |

Seq_2 8221 ATACTGRACACTACTGRAGATCCGRATGCGATAGAGTTTATTTCACRRATGGAGCC-——GGEG 8277

Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) foi obtida como resultado do
sequenciamento da fita reversa de DNA da amostra C3, um plasmideo clonado e extraido de E. coli
JM109 e sequéncia 2 (Seq_2) é plasmideo pJOE8999(SG2+SD4) desenhado in silico. Na Seq_2 sdo
destacados a sequéncia parcial do gene hxIR (roxo), o promotor TP2 (azul escuto), 0 RBS 2 (amarelo)
e a sequéncia parcial do gene srfAA (verde escuro). Fonte: A autora, com auxilio do software Serial
Cloner.
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4.25.3. Transformacao do plasmideo pJOE8999(SG2+SD4) em B. subtilis

Assim que o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4) foi construido, ele foi transformado
nas linhagens B. subtilis 434 e 449, seguindo o protocolo de edi¢do génica pelo Sistema
CRISPR-Cas9 adaptado de Altenbuchner (2016). Apos o periodo de incubacdo de dois dias a
30°C, foram coletadas 24 col6nias de cada transformacéo, as quais foram nomeadas G1 a G24
para aquelas provenientes da transformacdo da linhagem 434 e F1 a F24 para aquelas

provenientes da transformacéo da linhagem 449.

As colbnias seguiram para as etapas de perda do plasmideo por incubagéo a 44°C e
confirmacdo. Como foi feito para as outras modificacfes, realizamos a PCR de colbnia
daquelas que sobreviveram a incubacao a 44°C e perderam o plasmideo; foram utilizados os
oligonucleotideos das extremidades da sequéncia de DNA doador SD4, 2A-3A-4A_fw e 3C-
4C _rv. As Figuras 37-B e 37-C mostram o resultado da eletroforese dos produtos da PCR de
coldnia das amostras G1 a G4, G7, G9 a G12, G15, G19, G24, F1, F2, F7, F8, F10, F12, F15
aFl7, F21 a F23.

As colbnias que sofreram a modificacdo 2c deveriam apresentar uma banda de
aproximadamente 950 pb, referente a substituicdo do promotor Psa pelo promotor TP2 no
controle do operon srfA. Se a substituicdo do promotor ndo ocorreu, seria observada uma
banda de aproximadamente 1300 pb. Com isso, apenas a colénia G12 foi potencialmente
positiva (Figura 37-B). Como néo foi obtida nenhuma coldnia positiva dentre as testadas para
a transformacéo da linhagem 449 (Figura 37-C), foram testadas também outras oito coldnias

da mesma transformagdo. Mesmo assim ndo obtivemos resultados positivos.

A transformagdo da linhagem 449 foi entdo repetida com plasmideo
pJOEB999(SG2+SD4) extraido no mesmo dia para aumentar a chance de sucesso. Seguindo o
protocolo, as placas contendo a transformacéo foram incubadas a 30°C por dois dias e, ap0s
este periodo, nove col6nias (J1 a J9) foram selecionadas para seguir para a etapa de perda do
plasmideo. As coldnias J1, J3 e J6 perderam o plasmideo apds incubagdo a 45°C por um dia e
foram testadas por PCR de coldnia para confirmar a modificacdo 2c na linhagem 449. E
possivel observar na Figura 37-D, que mostra o resultado da eletroforese dos produtos da
PCR de colbnia, que as trés colnias apresentaram a banda esperada de aproximadamente 950

pb e, com isso, eram potencialmente positivas para a modificacao 2c.
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Figura 37 — Resultado da eletroforese da PCR de col6nia das col6nias provenientes da transformagéo
das linhagens 434 e 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4).
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(A) Padrdo de bandas marcador de DNA: Gene Ruler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific). (B)
Resultado da eletroforese das PCRs de coldnia das colénias G1 a G4, G7, G9 A G12, G15, G19 e G24
provenientes da transformacdo da linhagem 434 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4). (C)
Resultado da eletroforese das PCRs de coldnia das col6nias F1, F2, F7, F8, F10, F12, F15aF17, F21 a
F23 provenientes da primeira transformacéo da linhagem 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4).
A amostra C- é referente & PCR do controle negativo (DNA gendmico de B. subtilis 168). (D)
Resultado da eletroforese das PCRs de coldnia das colénias J1, J3 e J6 provenientes da segunda
transformacéo da linhagem 449 com o plasmideo pJOE8999(SG2+SD4). A seta vermelha indica as
coldnias potencialmente positivas, que podem ter passado pela edicdo gendmica esperada
(modificagdo 2c) com o sistema CRISPR-Cas9. Gel de agarose 1% (m/v) corado com brometo de
etidio (1 pg/mL). Fonte: A autora.

Através do sequenciamento de DNA dos produtos de PCR de coldnia das colbnias
G12, J1, J3 e J6, foi confirmada a modificacdo 2c nas linhagens 434 e 449, dando origem as

linhagens 434-2c e 449-2c. A Figura 38 evidencia a substituicdo do promotor Psra pelo
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promotor TP2 na regulacdo do operon srfA no genoma das colénias G12 e J6; 0 mesmo

resultado foi observado no sequenciamento de DNA das colbnias J1 e J3.

Figura 38 — Resultado do sequenciamento da fita direta da PCR de col6nia das amostras G12 e J6.
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ARTTAR A R TTGATTCCTGATAT TACGCAGRRGAT CCTOGT GARTCAGCTGAGRAGAGT
PEEETEETET Rt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ARTTAR R R TTGATTCCTGATAT TACGCAGRRGAT CCTOGT GARTCAGCTGAGRAGAGT

TIGAGCAGGATATGATIGT TCACAGGGRAAGTGTATCCAGT IGTCCCGUCGAAGGTIGRAT
PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el
ITGAGCAGGATATGATIGT TCACAGGGRAGT GTAT CCAGTTGTCCCGUCGRARGETTGART

ATTCICTGRACCCCGCRCGEAGRRRGCCTCATGOCTATICTTGARGCCATGTATGAGT GGG
PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el

ATTCTCTGACCCOOGCRCEGRG GOCTCATGCCTATICT TGRAGCCATGTATGAGT G55

GEARRGGCTATAT GERATTGAT TGATAT OGAC AR AR ATGTCATGARAGARTCGTTGTARG

PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el
GeANRAGGCTATATGGRATTGATTGATATCGACARR R A TGTCATGARAGRATOSTTGTARG

ACGCTCT TG RAGE G TG TCTTTTIT TGO I TITITTCGGTITTIGOGCGGTACACATAG

PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el
ACGCTCT IO ARG T GTCTTTTIT TGO I TITITTCGGTITTIGOGCGGTACACATAG

TCATGTAARGATIGTARATTGCATTCAGCAATALARA N AGATTARRTCTCARRARGETGT
PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el
TCATGTARRGRTTGTARATTGCATTCAGCAATARA R AR R GATTRARTCTCARRARGETGT

TEACRTTCRARRRCRA R A TATGETATAATGCCCCCARRRTCGCARR AR A GTGTTGACRACT

PELEEEETEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e rrend
TGRCATTCARRACA R R TR TGGTATART GOCCCCARRATOGCRAR AR AT GTTGACRACT

TARCTCAGATCTGGTATARTAGARA R AGARGEAGATATACATATGGARATRAACTTITTAC

PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el
TARCTCAGATCTGGTATRATAGRRR ATGGRAATRACTTTITTAC

CCTTITARCGGATGCACRRR AR CGAATTTGGTACRCAGARARATTTTATCCTCACACGAGT
FELEEEETEEr e e e et e e e e e e e e e e b et e e e e e e el

CCTITARCGGATGCRCARAR A CGRATTTGETACACAGRRRRRTTTTATCCTCACACGAGD

ATTTC AR TCTTGOGGGEAT IGETARGCT GG TTCAGCTGAT GUGATTGATTATGTIGCTT
PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el

ATTTCARATCTTGOGGEEGRTIGETARGCTGGTTTCAGCTGATGLGATIGATIATGIGCTT

GTTGRAGCAG-CGATTCARGRGTTTATICGLAGRRRTGACGLCATGCGCCTICGGTIGEGS
FEErerere reerrererer e eer et e e e ee e e e e ee e el

GIIGRGCRGECGRTTCRAAGRAGT TTATTCGCAGRRATGRCECCATGOGOCTICGETIGIGE

CTAGRTGRRR R CGEEEAGC TG TTCRAATATAT TAGCGAGTATOGGCCTGTTGATATARRS
PEErerererrrrr e e e e eer et e b e e e e e e e e e e el

CTAGATGRARRACGGEEAGCCTGTICRATATATTAGCGAGTATOGGCCTGTTGATATRAARR
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AATTRA R AT TGATTOCTGATAT TRACGCAGRAGATCCTCGTGRAT CAGCT GAGAGAGT

FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
ARTTAR R AT TGATTCCTGATAT TACGCAGRAGAT CCTOGTGRAT CAGUT GAGAGAGD

TTGAGCRGGATATGATTGTTCACAGGGARGTGTATCCAGTTGTCCCGOCGRAGSTTGAART

FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
TTGAGCAGGATATGATIGT ICACAGGGARGTGTATCCAGTTGTCCCGLCGRAGGTTGART

ATTCTCTGRCCCCGCACGEAGARAGCCTCATGOCTATTCTTGRAGCCATGTATGAGTGEE
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et

ATTCTCTGACCCCECACEERG GOCTCATGCCTATTCTTGRAGCCATGTATGAGTGEGE

GERRRGECTATATGGARTTGATIGATATCGACARARRATGTCATGARAGRRTCGTIGTARG
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
GGRRRGGCTATATGGRAATTGATTGATATCGACRRARATGTCATGRARRGRATCGTIGTARG

ACGCTCT TG ARG TGICTITITITGCCTITITITOGGITTITGUGUGGTACACATAG
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
ACGCTCT TGO ARGEETGTCTTTITITGCCTITITITOGGTTITITGCGOGETACACATAG

TOATGTARAGATTGTARATTGCATTCAGCARTARR AR A RGATTARATCTCRARARGETET

FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
TCATGTARRGATTGTARATTGCATTCAGCARTARR AR RGRTTARATCTCARRRRGETET

TGRCATTCARRACRRARTATGGTATARTGOCCCCARRRTCGCARARRAGT GTTGACRACT
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
TGRCATTCRAARACA R AR TATGGTATAATGOCCOCARRRTCGCARRRRAGTGTTGRACARCT

TARCTCAGATCTGGTATARTAGRARAAGRAGGAGATATACATATGGRARTRACTTTTTAC
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et
TARCTCAGATCTGGTATRATAGRRD ATGGRARTRACTTITTTAC

COITTARCGGATGCACRRRRRCGARTTTGGTACACAGRRRRATTTTATCCTCACACGAGD
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et

CCTTTARCGGATGCACAR R R CGAR T TTGGTACACAGARA A TTTTATCCTCACRCOGRAGT

ATTTCRRATCTTGCUGEGEATIGGTARGCTGGTTTCAGCTGATGUGATTGATTATGTGCTT
PELREEEEEEE et e e e e e e e r e e e e e e e b e e e e et

ATITCARRTCTIGOGEGGERATIGETARGCTGEITICAGCTGATGOGATTGATIATGIGCTT

GTTGRGCRGGCGATTCARGAGT TTATTCGCAGRARTGRCGCCATGCGCCTICGGTIGIGE
FEEEErErerr et ee e e e e e e e e e et e e e ee e e et

GTTGAGCAGGCGATTCARGAGTTTATTCGCAGRARTGACGCCATGCGCCTTOGETTGCGG

CITAGRTGRARR A CGEGEAGCCTGITCARTATAT TAGCGAGTATCGGCCCTGTIGATATARR
FErrerereerererrrrererer et re e eere e e e e trerrrrerend

CTRAGATGARARCGEEEAGCCTGTTCARTATATTAGCGAGTATCGECC-TGTTGATATARS
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Parte do alinhamento de duas sequéncias. A sequéncia 1 (Seq_1) é resultado do sequenciamento da
fita direta de DNA da PCR de colbnia da (A) amostra G12 e (B) amostra J6. Em ambas as figuras, a
sequéncia 2 (Seq_2) é parte do genoma de B. subtilis com a modificagdo 2c desenhado in silico. Na
Seq_2 sdo destacados a sequéncia parcial do gene hxIR (roxo), o promotor TP2 (azul escuto), 0 RBS 2
(amarelo) e a sequéncia parcial do gene srfAA (verde escuro). Fonte: A autora, com auxilio do
software Serial Cloner.
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4.2.6. Producdo de surfactina por B. subtilis ap6s a modificacéo 2

O primeiro teste de producéo de surfactina apos a modificacao 2 foi realizado com as
linhagens B. subtilis 434, 434-2a, 449 e 449-2a, onde comparamos O crescimento e a
producéo de surfactina entre as linhagens com as modificagdes 1 e 2a. O cultivo foi realizado
em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x A) com 12 mL de meio PW, em triplicata, os quais
foram incubados a 37°C com agitacdo de 220 rpm por 42 horas. Foram retiradas amostras de 1
mL nos pontos de 24 e 42 horas, com as quais foram avaliadas a densidade éptica a 600 nm
(DOeoo) € a produgdo de surfactina. Esta Gltima foi quantificada pelo método colorimétrico

baseado em CPC-BTB. Os resultados obtidos séo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 — Crescimento celular, producéo de surfactina e produtividade das linhagens 434, 434-2a,
449 e 449-2a durante cultivo de 42 horas.
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Cultivo realizado com as linhagens 434, 434-2a, 449 e 449-2a em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x
A) com 12 mL de meio PW, em triplicata. Os cultivos foram incubados a 37°C sob agitacio de 220
rpm por 42 horas. (A) crescimento celular gquantificado a partir da densidade optica a 600 nm (DQsoo)
nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). (B) Producéo de surfactina quantificada
pelo método colorimétrico CPC-BTB nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). (C)
Produtividade das linhagens calculada pela razdo entre a producdo de surfactina (mg/L) e o
crescimento celular (DOsoo), Nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). A analise
estatistica dos dados de produtividade foi realizada com teste ANOVA com um fator e método de
Tukey, ambos com 95% de confiabilidade. As letras acima das colunas no gréfico indicam o
agrupamento das amostras estatisticamente semelhantes de acordo com o método de Tukey. Letras
mindsculas significam agrupamentos entre os pontos de 24 horas e letras mailsculas, pontos de 42
horas. Se as amostras ndo compartilham uma letra, sdo significativamente diferentes. Fonte: A autora.
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Pode-se observar na Figura 39 que a modificagio 2a ndo aumentou
significativamente a producdo de surfactina comparada as linhagens base e 0 mesmo pode ser
dito para o crescimento celular. Algumas justificativas para estes resultados sdao que o
promotor Psia ainda estd presente na regulacdo do operon srfA, portanto, pode estar sofrendo
repressdo de moléculas, como a proteina AbrB e seu andlogo Abh ou a proteina CodY, que se
ligam a ele e impedem a ligagdo da RNA polimerase (GEISSLER et al., 2019), o que também
afeta a atividade do promotor R6 localizado a montante do Psa. H& também a possibilidade
de as linhagens terem atingido sua capacidade méxima de produgdo de surfactina até que

sejam realizadas edicOes génicas para aumentar a resisténcia das células e sua capacidade de
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exportar o biossurfactante para o meio extracelular (planejado para projetos futuros).
Observa-se também que, apesar de as linhagens 434 e 434-2a alcancarem aproximadamente
3700 mg/L de surfactina em 42 horas de cultivo, enquanto as linhagens 449 e 449-2a
alcancaram aproximadamente 1200 mg/L, neste cultivo a produtividade (surfactina/DOsoo)
das quatro linhagens ndo apresentou diferenca significativa (Figura 39-C). Tal fato indica que
a capacidade de producdo individual das células é a mesma, sendo a producédo total apenas

afetada pela quantidade de células no cultivo de cada linhagem.

O trabalho de Jiao et al. (2017) se destaca pelo aumento da producdo de surfactina
apos a substituicdo do promotor Psita na regulacdo do operon srfA de biossintese de surfactina.
O promotor Psa foi substituido pelo promotor sintético Pg3, induzivel por IPTG, na linhagem
B. subtilis THY-7. Com isso, Jiao et al. (2017) alcancou o titulo de surfactina de 8,61 g/L em
frascos de 500 mL com 100 mL de cultura e no cultivo em reator de 5 L alcangou 9,74 g/L
com produtividade de 0,30 g/L-h. E importante mencionar que Jiao et al. (2017) utilizou o
meio de cultura PW, porém utilizou sacarose (70 g/L) ao invés de glicose (60 g/L) como fonte
de carbono.

Baseado no resultado de Jiao et al. (2017), acreditdvamos que 0 promotor Psra
poderia ser substituido na regulacdo do operon srfA sem prejuizo & producéo de surfactina,
dependendo da forca do promotor escolhido. Assim, realizamos as modificacGes 2b e 2c nas
linhagens 434 e 449.

Vale ressaltar que, apesar da modificacdo 2c consistir na substituicdo do promotor
Psria pelo promotor duplo sintético constitutivo TP2, o operon srfA continua a ser regulado por
promotores induziveis ap6s modificacBes 2a e 2b. Contudo, diferente de Jiao et al. (2017) que
utilizou promotores induziveis por IPTG, os promotores utilizados neste estudo, Psa € R6,
sdo induziveis por moléculas provenientes do metabolismo celular. Isto € uma vantagem se
pensarmos no aumento de escala da producdo, pois nao sera necessario adicionar moléculas

indutoras externas ao cultivo.

Os resultados do primeiro cultivo realizado para comparar a produgdo das linhagens
com a modificagcdo 2b e as linhagens base séo apresentados na Figura 40. As condicOes de
cultivo e analises das amostras foram as mesmas descritas para o cultivo anterior. Observa-se
na Figura 40 que a linhagens 434 apresentou um crescimento menor do que no cultivo
anterior (Figura 39-A), porém manteve a sua produtividade. Ja a linhagem 434-2b apresentou

crescimento muito reduzido e ndo produziu surfactina em niveis detectaveis. A linhagem 449
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apresentou um bom crescimento, porém isto ndo foi refletido na sua producgéo de surfactina e,
consequentemente, sua produtividade que foi menor comparada ao cultivo anterior (Figura
39-C). Por sua vez, a linhagem 449-2b apresentou um nivel crescimento préximo a sua
linhagem base, mas a sua produtividade foi muito reduzida, cerca de 3,8 vezes menor que a

linhagem 449 e ndo produziu niveis detectaveis de surfactina no ponto de 24 horas de cultivo.

Com base nestes resultados, temos indicagfes de que a modificacdo 2b reduziu os
niveis de producéo de surfactina da linhagem 449. Porem, isto ndo ficou claro para a linhagem
434, ja que a linhagem 434-2b nédo alcangou o crescimento suficiente para que a sua producéo
de surfactina fosse detectada pelo método colorimétrico CPC-BTB. Desta forma, realizamos

mais testes de cultivo.

Figura 40 — Crescimento celular, producdo de surfactina e produtividade das linhagens 434, 434-2b,
449 e 449-2b durante cultivo de 42 horas.
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Cultivo realizado com as linhagens 434, 434-2b, 449 e 449-2b em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x
A) com 12 mL de meio PW, em triplicata. Os cultivos foram incubados a 37°C sob agitacdo de 220
rpm por 42 horas. (A) crescimento celular quantificado a partir da densidade éptica a 600 nm (DOseoo)
nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). (B) Producdo de surfactina quantificada
pelo método colorimétrico CPC-BTB nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). A
linhagem 434-2b e a linhagem 449-2b (ponto de 24 h) ndo produziram surfactina em niveis detectaveis
pelo método colorimétrico CPC-BTB, portanto seus resultados ndo sdo representados neste grafico.
(C) Produtividade das linhagens calculada pela razdo entre a producdo de surfactina (mg/L) e o
crescimento celular (DOsoo), Nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). Como as
linhagens 434-2b e 449-2b (ponto de 24 h) ndo produziram surfactina em niveis detectaveis, seus
resultados de produtividade sdo nulos e ndo foram representados no grafico. A analise estatistica dos
dados de produtividade foi realizada com teste ANOVA com um fator e método de Tukey, ambos com
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95% de confiabilidade. As letras acima das colunas no grafico indicam o agrupamento das amostras
estatisticamente semelhantes de acordo com o método de Tukey. Letras mindsculas significam
agrupamentos entre os pontos de 24 horas e letras mailsculas, pontos de 42 horas. Se as amostras nao
compartilnam uma letra, séo significativamente diferentes. Fonte: A autora.

O cultivo seguinte foi realizado apenas entre a linhagem 449 e suas derivadas, ou
seja, linhagens 449-2a, 449-2b e 449-2c, em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x A) com 12
mL de meio PW, em triplicata. Os tubos foram incubados a 37°C com agitacdo de 220 rpm
por 42 horas. Novamente, foram retiradas amostras nos pontos de 24 e 42 horas para avaliar o
crescimento celular por DOsoo € a producdo de surfactina pelo método CPC-BTB. Os
resultados sdo apresentados na Figura 41, onde observamos que as linhagens 449, 449-2a e
449-2c apresentaram crescimento similar, porém produtividades diferentes, sendo a linhagem
449 a melhor delas. A linhagem 449-2b repetiu o padrdo de cultivo da linhagem 434-2b no
cultivo anterior (Figura 40), ndo sendo possivel detectar sua produgdo de surfactina em

nenhum dos pontos do cultivo.

Figura 41 — Crescimento celular, producgéo de surfactina e produtividade das linhagens 449, 449-2a,
449-2b e 449-2c¢ durante cultivo de 42 horas.
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Cultivo realizado com as linhagens 449, 449-2a, 449-2b e 449-2c em tubos de ensaio (20 x 150 mm; D
x A) com 12 mL de meio PW, em triplicata. Os cultivos foram incubados a 37°C sob agitacdo de 220
rpm por 42 horas. (A) crescimento celular quantificado a partir da densidade éptica a 600 nm (DOseoo)
nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). (B) Producdo de surfactina quantificada
pelo método colorimétrico CPC-BTB nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). A
linhagem 449-2b ndo produziu surfactina em niveis detectaveis pelo método colorimétrico CPC-BTB,
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portanto seus resultados ndo sdo representados neste grafico. (C) Produtividade das linhagens
calculada pela razdo entre a producéo de surfactina (mg/L) e o crescimento celular (DOggo), NOS pontos
de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). Como a linhagens 449-2b ndo produziu surfactina em
niveis detectaveis, seus resultados de produtividade séo nulos e ndo foram representados no gréfico. A
anélise estatistica dos dados de produtividade foi realizada com teste ANOVA com um fator e método
de Tukey, ambos com 95% de confiabilidade. As letras acima das colunas no grafico indicam o
agrupamento das amostras estatisticamente semelhantes de acordo com o método de Tukey. Letras
mindsculas significam agrupamentos entre os pontos de 24 horas e letras mailsculas, pontos de 42
horas. Se as amostras ndo compartilham uma letra, sdo significativamente diferentes. Fonte: A autora.

A instabilidade do crescimento das linhagens com a modificacdo 2b nos cultivos de
12 mL em tubos de ensaio (Figuras 40 e 41), nos fez suspeitar dos parametros de cultivo, uma
vez que ambas as linhagens 434-2b e 449-2b cresciam bem nos pré-inéculos com 5 mL de
meio PW em tubos de ensaio, mas ndo cresciam nos cultivos com 12 mL. Acreditamos entdo
que a menor aeracdo nos cultivos de maior volume fosse parte do problema. Assim,
realizamos o Ultimo cultivo, cujos resultados sdo apresentados na Figura 42, em que
mantivemos as condi¢6es dos cultivos anteriores: incubacdo em shaker a 37°C e 220 rpm por
42 horas, porém reduzimos o volume de meio PW para 6 mL. Neste cultivo, comparamos as

quatro modificages (1, 2a, 2b e 2c) realizadas nas linhagens 434 e 449,
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Figura 42 — Crescimento celular, produgéo de surfactina e produtividade das linhagens de B. subtilis
434 e 449 e derivadas durante cultivo de 42 horas.

A 1s B 1200
DOB00 24h a Surfactina 24h
2 =DOB00 42h 1000 4 u Surfactina 42h
A A
—~ 1,04 iy
£ ? 80+ |
g 08 H
o £ 600 -
o
O 06 1 8
3
™ 400 -
0,4 1
0‘2 7 200 _ I I i
0,0 + 0 l
434 434»23 434—2b 434—2c 449 2a 449 2b 449—2: 434 434-2a 434-2b 434-2¢c 449-2a
Llnhagens Linhagens
C 1200
B Produtividade 24h
o 1000 = Produtividade 42h
3
o
O 800 a b b
J
(=]
E 600 4
2
® 400 4
£
5
(7]
200 - I I
0
434-2a 434-2b 434-2¢ 449-2a

Linhagens

Cultivo realizado com as linhagens 434, 434-2a, 434-2b, 434-2c, 449, 449-2a, 449-2b e 449-2c em
tubos de ensaio (20 x 150 mm; D x A) com 6 mL de meio PW, em triplicata. Os cultivos foram
incubados a 37°C sob agitacdo de 220 rpm por 42 horas. (A) crescimento celular quantificado a partir
da densidade 6ptica a 600 nm (DOsoo) NOs pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). (B)
Producdo de surfactina quantificada pelo método colorimétrico CPC-BTB nos pontos de 24 horas
(azul claro) e 42 horas (azul escuro). A linhagem 449-2b n&o produziu surfactina em niveis detectaveis
pelo método colorimétrico CPC-BTB, portanto seus resultados ndo sédo representados neste grafico.
(C) Produtividade das linhagens calculada pela razdo entre a producdo de surfactina (mg/L) e o
crescimento celular (DOeggo), Nos pontos de 24 horas (azul claro) e 42 horas (azul escuro). Como a
linhagens 449-2b ndo produziu surfactina em niveis detectaveis, seus resultados de produtividade sdo
nulos e ndo foram representados no grafico. A analise estatistica dos dados de foi realizada com teste
ANOVA com um fator e método de Tukey, ambos com 95% de confiabilidade. As letras acima das
colunas nos graficos indicam o agrupamento das amostras estatisticamente semelhantes de acordo com
0 método de Tukey. Letras mindsculas significam agrupamentos entre os pontos de 24 horas e letras
maidsculas, pontos de 42 horas. Se as amostras ndo compartilham uma letra, sdo significativamente
diferentes. Fonte: A autora.

Os resultados da Figura 42 nos mostram que o aumento da aeracdo durante o cultivo,
prejudicou o crescimento e producdo de surfactina das linhagens que possuem o promotor
Psrfa Na regulacdo do operon srfA (linhagens 434, 434-2a, 449 e 449-2a), inclusive a sua
produtividade foi reduzida em comparagdo aos cultivos apresentados anteriormente. Podemos
observar também que ndo ha diferenca significativa entre a producgdo de surfactina pelas
linhagens 434 e 434-2a e 449 e 449-2a no ponto de 42 horas, corroborando os resultados do

primeiro cultivo (Figura 39). Por outro lado, 0 aumento da aeracdo beneficiou o crescimento
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das linhagens em que o promotor Pgta foi substituido pelos promotores R6 ou TP2 na
regulacao do operon srfA (linhagens 434-2b, 449-2b, 434-2c e 449-2c¢), ainda assim, isto ndo
aumentou a producdo de surfactina por estas linhagens. No caso das linhagens 434-2b e 434-
2c, suas produtividades foram cerca de 3 vezes menores que a produtividade da linhagem
base. Ja as linhagens 449-2b e 449-2c ndo produziram surfactina em niveis detectaveis pelo

método colorimétrico CPC-BTB durante o cultivo.

Os resultados obtidos durante estes trés ultimos cultivos, indicam que a substituicao
do promotor Psa nas linhagens 434 e 449, tanto através da modificacdo 2b quanto da
modificacdo 2c, afetaram o crescimento celular e prejudicaram a producdo de surfactina.

Desta forma, as linhagens com estas modificagdes ndo serdo mantidas para projetos futuros.

Trabalhos que substituiram o promotor Psa por promotores constitutivos, como Pgroe
ou Pyeg, também relataram diminuicdo na produgdo de surfactina em suas linhagens (JIAO et
al. 2017; WILLENBACHER et al., 2016), assim como ocorreu neste trabalho com o uso do
promotor duplo sintético constitutivo TP2, desenvolvido e classificado como forte por Liu et
al. (2018). Uma possivel justificativa para isto € a toxicidade da surfactina para as células
bacterianas. Entretanto, ndo esperavamos que a substituicdo do promotor Psia pelo sistema
sintético de autoinducdo da expressdo génica fosse prejudicar a producéo de surfactina como
aconteceu com as linhagens 434-2b e 449-2b, pois Corréa et al. (2020) demonstrou que
promotor sintético R6 foi mais forte que o0 promotor Psita Na transcri¢cdo do operon luxABCDE

da luminescéncia.

Apesar de sofrer repressdo de diversas proteinas, como AbrB, CodY, SpX, Sinl, Rap
e PerR, algumas cujos mecanismos de ac¢do ainda ndo séo claros, o promotor Psa pode ser
regulado positivamente por outras proteinas como ComA e DegU fosforiladas ou o peptideo
CSF (HAYASHI et al., 2005; CHUMSAKUL et al., 2011; ZHI et al., 2017; WU et al., 2019).
Isto evidencia a complexidade da regulacdo do promotor Psita que é influenciada por diversas
rotas metabdlicas de B. subtilis e isto pode ser parte do motivo pelo qual substituir o promotor
Psrta N0 controle do operon srfA nas linhagens deste projeto prejudicou sua producdo de
surfactina. Desta forma, a delecdo de alguns genes que codificam as proteinas repressoras e
superexpressdo das proteinas ativadoras deste promotor pode levar a melhores resultados de
producédo de surfactina pelas linhagens derivadas de B. subtilis 434 e 449 e pretendemos

trabalhar nisto em projetos futuros.



103

Outra hipotese para justificar os resultados observados com as modificagdes 2b e 2c
€ 0 contexto genetico. Isto é, resultados de analises de for¢a de um promotor para a expressao
de um gene em determinada regido do genoma podem ndo ser reprodutiveis quando este
promotor é inserido em outra regido ou em uma linhagem diferente daquela testada. A
variacdo genética da linhagem pode interferir nas condigdes e taxas de crescimento, bem
como na quantidade de RNA polimerases ou ribossomos disponiveis para expressao do gene
de interesse. Enquanto a inser¢do do promotor em uma regido diferente do genoma pode levar
a formacéo de estruturas ndo previstas, como terminadores e sitios de ligagdo de proteinas
reguladoras (BROPHY; VOIGT, 2014).

Finalmente, a anélise estatistica apresentada dos cultivos realizados em tubos de
ensaio ndo mostrou diferenca significativa entre a produtividade das linhagens 434 e 434-2a e
449 e 449-2a no ponto de 42 horas. Porém, a analise da producéo e da produtividade com 24
horas de cultivo mostra resultados melhores para a linhagem 434-2a, indicando uma
antecipacdo da producdo promovida pelo sistema sintético de autoinducdo (Figura 42-C).
Neste periodo, a linhagem 434-2a atingiu a produtividade de 39,72 mg/L-h de surfactina em
comparacao a 24,70 mg/L-h alcancados pela linhagem 434. Se a antecipacdo da producéo pela
linhagem 434-2a se mantiver durante os testes de aumento de escala, isto seria uma vantagem

para seu uso industrial, uma vez que o menor tempo de cultivo reduz os custos de producéo.

Os resultados obtidos até 0 momento para as linhagens 434, 434-2a, 449 e 449-2a
indicam que mais testes precisam ser realizados para definir a melhor produtora. Desta forma,
as quatro linhagens serdo mantidas até que projetos futuros sejam capazes de esclarecer, com
0 aumento de escala e talvez alteracdo das condicdes de cultivo, os resultados que observamos

neste trabalho.

5. CONCLUSOES

Apos reproduzir e adaptar protocolos descritos na literatura para edicdo génica de B.
subtilis pelo sistema CRISPR-Cas9, comprovamos a facilidade e eficiéncia deste sistema para
a realizacdo de modificacBes gendmicas nas linhagens utilizadas neste trabalho. Como
esperado, a técnica de CRISPR-Cas9 mostrou-se uma ferramenta muito Gtil para a Biologia
Sintética e que pode facilmente sobrepor tecnicas de edicdo gendmica usuais, sem a
necessidade de introduzir marcas de selecdo ou sequéncias extras de DNA no genoma

bacteriano.
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Utilizando este sistema de edi¢cdo gendmica foi possivel construir ndo somente uma,
mas trés linhagens produtoras de surfactina e outras seis linhagens derivadas. A modificacédo
do gene sfp nas linhagens 168 e A6, originando as linhagens 413 e 449, respectivamente,
levou a niveis de produgdo de surfactina similares aqueles da linhagem selvagem ATCC
21332. Contudo, a mesma modificacdo quando realizada na linhagem KO7, que deu origem a
linhagem 434, alcancou um nivel de producdo de surfactina aproximadamente cinco vezes
maior que a linhagem selvagem e o titulo de 3,7 g/L e produtividade de 87,8 mg/L-h em 42

horas.

Apesar dos atrasos no cronograma do projeto devido a pandemia da COVID-19 no
altimo ano, as etapas envolvendo a constru¢cdo dos plasmideos e a realizacdo das
modificacBes 2a, 2b e 2c nas linhagens 434 e 449 foram concluidas. Estas modificacGes
permitiram a introducdo do sistema sintético de autoinducdo da expressao génica (modulo SO-
R6) a montante do promotor Psrta na regulagéo do operon srfA e, paralelamente, a substituicéo
do promotor Psa pelo sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica e pelo promotor
sintético forte TP2. O promotor R6 é um promotor sintético induzivel forte, enquanto o
promotor TP2 € um promotor duplo sintético constitutivo. Observamos como estes dois
promotores regularam a expressao do operon srfA, em comparacdo ao promotor nativo Psrta,

ao avaliarmos sua influéncia na producéo de surfactina e no crescimento celular.

Ao construir as linhagens 434-2b e 449-2b, alcancamos o objetivo principal do
projeto, que era a constru¢cdo de uma linhagem de B. subtilis na qual a biossintese de
surfactina fosse controlada pelo sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica.
Entretanto, ao contrario do que era esperado, a producdo de surfactina destas linhagens nao
superou a producdo das linhagens base, sendo o contexto genético nossa principal hipotese
para isto. Um resultado semelhante foi observado nas linhagens 434-2c e 449-2c, nas quais a
biossintese € controlada pelo promotor duplo sintético constitutivo TP2. A combinacéo destes
resultados nos leva a crer que substituir o promotor Psa na regulacdo do operon srfA da
biossintese de surfactina ndo é a melhor alternativa para as linhagens com as quais

trabalhamos.

Por outro lado, associar o promotor Psa @ outros promotores pode ser a solugdo,
como é o caso das linhagens com a modificacdo 2a, ja que no altimo cultivo realizado
observamos a antecipagdo da producgéo de surfactina pela linhagem 434-2a que alcancou a
produtividade de 39,72 mg/L-h em 24 horas, comparada a linhagem 434 que alcancgou 24,70
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mg/L-h no mesmo periodo. Pensando na aplicagdo industrial, é vantajoso atingir o pico de
producdo mais cedo e, assim, reduzir o tempo de cultivo, por dois principais motivos: a

reducdo dos custos de producéo e a toxicidade da surfactina para as células de B. subtilis.

Nossas perspectivas para 0s proximos projetos incluem testes para esclarecer se o
sistema sintético de autoinducdo da expressdo génica das linhagens com a modificacdo 2a é
estavel e funcional em maior escala, otimizar as condi¢fes de cultivo e ainda planejamos
otimizar a metodologia de preparo de amostras para analise em HPLC para confirmar os
resultados de producdo de surfactina quantificados pelo método colorimétrico baseado em
CPC-BTB neste trabalho.

Como sabiamos desde o inicio desde projeto, as edi¢cdes gendmicas realizadas e
descritas aqui sdo apenas as primeiras de uma série de edi¢des utilizando o sistema CRISPR-
Cas9 que pretendemos realizar nas linhagens derivadas de B. subtilis A6 e KO7 para criar, no

futuro, uma linhagem produtora de surfactina com potencial para aplicacao industrial.
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ANEXOS

Anexo A: Protocolos
a) Producao de células guimicamente competentes de E. coli

Inicialmente foram preparadas soluc¢des de CaCl, 0,1M e CaClz 0,1 M acrescido de
glicerina 10%, ambas foram esterilizadas e resfriadas em gelo para que fossem utilizadas.
Foram preparadas, além disso, pré-culturas de E. coli em 5 mL de meio LB, inoculadas com
uma coldnia das bactérias proveniente de uma placa fresca ou uma pequena quantidade dos
estoques em glicerol a -80°C. As pré-culturas fora incubadas a 37°C e 220 rpm por 12 al8

horas.

Apbés a incubacdo, foi medida a densidade O&ptica das pré-culturas em
espectrofotdmetro a 600 nm (DOeoo). As pré-culturas foram entdo inoculadas em 50 mL de
meio LB a uma DOsoo de 0,03 e incubadas a 37°C e 220 rpm até alcancar a DOsoo de 0,3. Ao
atingir a DOeoo determinada, o volume de cada pré-cultura foi transferido para dois tubos
graduados de centrifuga de 50 mL estéreis previamente resfriados em gelo. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos
foram imediatamente colocados no gelo, sendo que, a partir deste ponto, todas as etapas foram
realizadas em gelo. O precipitado de células foi ressuspendido gentilmente em 10mL de

CaCl, 0,1M e, ap0s a ressuspensdo completa, foram incubados em gelo por 20 minutos.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C e o
sobrenadante foi novamente descartado. O precipitado foi ressuspendido cuidadosamente em
1 mL de CaCl; 0,1M acrescido de glicerina 10%. Foram feitas aliquotas da solucéo resultante

em microtubos estéreis de 1,5 mL (100uL por tubo). As aliquotas foram estocadas a -80°C.

Lysogeny Broth (LB): 10,0 g/L Triptona, 10,0 g/L NaCl, 5,0 g/L extrato de levedura. pH
entre 7,0 e 7,2.

b) Transformacdo de células de E. coli quimicamente competentes por choque-

térmico

Aliquotas contendo células de E. coli quimicamente competentes foram retirados do

estoque a -80°C e descongeladas em gelo. Apos o descongelamento, foram adicionados 50 pL
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de células e 10 pL (2-5 ng) do DNA plasmidial em um microtubo estéril de 1,5 mL. A mistura

foi incubada em gelo por 30 minutos.

Para a etapa de choque-térmico, o tubo contendo as células e o DNA plasmidial foi
colocado em banho termostatizado a 42°C por 30 segundos e imediatamente transferido para o
gelo, onde foi incubado por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados 250 pL de meio
SOC? ao tubo e este foi incubado por 1 hora a 37°C e 220 rpm.

Ap6s a incubagdo, as células transformadas foram plaqueadas em diferentes
concentragdes em meio LB-agar®, acrescido de antibidtico e incubadas a 37°C por 12 a 18
horas. As colbnias que cresceram isoladas nas placas sdo inoculadas em meio LB liquido
acrescido de antibiotico e incubadas a 37°C e 220 rpm por 12 a 18 horas. Posteriormente,
parte da cultura foi utilizada para a extracdo do DNA plasmidial clonado e outra parte foi

estocada a -80°C.

2Super Optimal Broth with Catabolite repression (SOC): 5 g/L extrato de levedura, 20 g/L
triptona, 0,548 g/L NacCl, 0,186 g/L KClI, 2,4 g/L MgSOg4, 200 g/L glicose. pH 7,5.

3Lysogeny Broth acrescido de agar (LB-agar): 10,0 g/L Triptona, 10,0 g/L NaCl, 5,0 g/L
extrato de levedura, 16,0 g/L agar. pH entre 7,0 e 7,2.

c) Producao de células quimicamente competentes de Bacillus sp.

O pré-inéculo foi preparado com a linhagem de Bacillus de interesse, a qual foi
retirada do estoque a -80°C ou de uma placa fresca e inoculada em 5 mL de meio LB, entdo
foi incubada a 37°C e 220 rpm por 12 a 18 horas. No dia seguinte, DOgoo do pré-indculo foi
quantificada e um volume do pré-indculo foi inoculado em 20 mL de meio SpC* na DOgoo de
aproximadamente 0,5. A cultura foi incubada a 37°C sob aeracdo vigorosa (220 rpm) e a

DOgoo foi monitorada em intervalos.

Quando foi observado que o crescimento atingiu a fase estacionéaria (ou seja, sem
mudancas significativas na DOsoo em um intervalo de 20 a 30 minutos), foram inoculados 2
mL desta cultura em fase estacionaria em 200 mL de meio SplI® pré-aquecido. A incubag&o

foi mantida a 37°C, porém a uma aera¢cdo menor (180 rpm).
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Apos incubacdo de 90 minutos, a cultura foi transferida para tubos graduados de
centrifuga de 50 mL estéreis e centrifugada a 8000 xg por 5 minutos, a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi entdo transferido para um tubo estéril e armazenado. As células
precipitadas foram ressuspendidas em 12 mL deste sobrenadante acrescido de 8 mL de
glicerol 50% (solugdo estéril), misturou-se gentilmente. Por fim, foram preparadas aliquotas

de 500 mL desta mistura de células em microtubos estéreis, os quais foram estocados a -80°C.

4SpC (preparar com as solugdes estéreis no dia do uso): 20 mL T Base®, 0,2 ml glicose 50%
(m/v), 0,3 mL MgSQO4-3H20 1,2% (m/v), 0,4 mL extrato de levedura 10% (m/v), 0,5 mL
casaminoacidos 1% (m/v). Para linhagens auxotréficas (B. subtilis 168 e A6), acrescentar 0,2

mL de L-Triptofano 2 mg/mL.

SSpll (preparar com as solugdes estéreis no dia do uso): 200 mL T Base®, 2 ml glicose 50%
(m/v), 14 mL MgS04:3H20 1,2% (m/v), 2 mL extrato de levedura 10% (m/v), 2 mL
casaminoacidos 1% (m/v), 1 mL CaCl, 0,1M. Para linhagens auxotroficas (B. subtilis 168 e

A6), acrescentar 2 mL de L-Triptofano 2 mg/mL.

5T Base (esterilizar): 2,0 g/L (NH4)2SOs4, 18,3 g/L K;HPO4-3H,0, 6,0 g/L KH,POs, 1,0 g/L
Trisodio citrato-2H20.

d) Transformacédo em células quimicamente competentes de Bacillus sp.

As células quimicamente competentes foram descongeladas em banho
termostatizado a 37°C. Em um microtubo estéril, foram adicionados 250 pL de células, 250
uL de meio Spll + EGTA’ e 500 a 1500 ng de DNA a ser transformado. O tubo contendo a
mistura foi colocado sob incubacdo a 37°C e 220 rpm por 1 hora. Apds este periodo, entre 20
e 100 pL da transformacéo foram plaqueados em meio LB-4gar, acrescido de antibidticos. As
placas foram incubadas a 37°C por 12 a 18 horas, para o crescimento de col6nias

transformadas.

'Spll + EGTA: 200 mL de SplI® com 4 mL de EGTA (0,1M, pH 8,0), sem CaCl. Pode ser
armazenado a -20°C em aliquotas, embora congelamento e descongelamento repetitivos

devam ser evitados.
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e) PCR de colbnia de B. subtilis

Primeiramente, foi realizado o processo de rompimento celular, onde metade da
col6nia é coletada e transferida para um microtubo contendo 10 pL de tampé&o Tris-HCI 0,1M,
em seguida, o microtubo foi incubado no gelo por cinco minutos. O microtubo foi colocado
no micro-ondas e aquecido por um minuto, entdo foi colocado novamente no gelo por 30
segundos. Estas duas etapas foram repetidas por trés ou quatro vezes. Finalmente, o

microtubo foi incubado no gelo por cinco minutos.

Para a reagdo de PCR, utilizou-se 1 pL da solu¢do com as ceélulas rompidas para
substituir o DNA molde na reacdo com a enzima DNA polimerase de preferéncia, seguindo o

protocolo do fornecedor.

f) Sequenciamento de DNA

Para o sequenciamento de DNA, primeiramente é realizado o preparo das amostras,
as quais passam por uma reacdo de amplificacdo de DNA (PCR), seguida por sua purificacdo
antes de serem colocadas no sequenciador. A Tabela Al apresenta a quantidade de DNA
molde que deve ser adicionado a rea¢do de PCR de acordo com o tipo de DNA que se deseja

sequenciar.

Tabela Al — Quantidade de DNA molde necessaria para as diferentes amostras a serem sequenciadas.

Molde Tamanho Quantidade
100-200 pb 1-3ng
200-500 pb 3-10 ng
Produto de PCR 500-1000 pb 5-20 ng
1000-2000 pb 10-40 ng
>2000pb 40-100 ng
DNA fita simples 50-100 ng
DNA fita dupla 200-500 ng

Fonte: Adaptado de THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2016.
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A reacdo de PCR do DNA a ser sequenciado utilizou o reagente BigDye® Mix
Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific Inc.) que contém dNTPs, ddNTPs, AmpliTaq
DNA polimerase, MgCI2 e tampé&o Tris-HCI. Os componentes da reacdo sdo apresentados na
Tabela A2. Apds preparada, a reacdo foi colocada no equipamento C1000 Touch Termal
Cycler (Bio-Rad), seguindo o programa de ciclos da Tabela A3.

Tabela A2 — Reagentes para a PCR do DNA a ser sequenciado.

Reagentes Reacéo de 20 puL
BigDye® Mix (Applied Biosystems) 1,0 uL
5X Sequencing Buffer (BigDye® - Applied Biosystems) 3,5uL
Oligonucleotideo (3,2uM) 2,0 uL
DNA molde X
Agua ultrapura (20,0 —x) pL

Fonte: Adaptado de THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2016.

Tabela A3 — Programa da PCR de sequenciamento no termociclador.

Etapas Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacdo inicial 96°C 1 minuto 1
Desnaturagéo 96°C 10 segundos
Anelamento TM dos oligonucleotideos* 5 segundos 25
Extenséo 60°C 4 minutos
Extenséo final 60°C 5 minutos 1
Manutencéo 4°C 0

*TM dos oligonucleotideos corresponde a temperatura de anelamento dos mesmos a sequéncia de
DNA molde. Nesta reacdo, a TM dos oligonucleotideos ndo deve ser maior que 56°C. Fonte:
Adaptado de THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2016.

Apb6s a PCR, o DNA foi purificado utilizando o kit “BigDye® Xterminator™
Purification kit” (Applied Biosystems). Foram adicionados 45 pL do reagente SAM™
Solution, seguido pela adicdo de 10uL da solucdo Xterminator™ ao microtubo contendo o
produto da reacdo de PCR. Em seguida, o microtubo foi colocado em um agitador por 30
minutos a 2000 rpm, onde é protegido da luz.
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Apbs este periodo, a amostra é centrifugada em velocidade maxima por 10 segundos
e 20 uL do sobrenadante resultante foi pipetado em uma placa de 96 pocos especifica para o
sequenciamento. A placa contendo todas as amostras a serem sequenciadas foi colocada em
uma centrifuga de placas por 10 segundos em velocidade mé&xima e, por fim, colocada no

sequenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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APENDICES
Apéndice A: Sequéncias de DNA

a) Genes:

sfp com stop codon prematuro (498 pb) - B. subtilis 168, A6 e PY79

ATGAAGATTTACGGAATTTATATGGACCGCCCGCTTTCACAGGAAGAAAATGAACGGTTCATGTCTTT
CATATCACCTGAAAAACGGGAGAAATGCCGGAGATTTTATCATAAAGAAGATGCTCACCGCACCCTGC
TGGGAGATGTGCTCGTTCGCTCAGTCATAAGCAGGCAGTATCAGTTGGACAAATCCGATATCCGCTTT
AGCACGCAGGAATACGGGAAGCCGTGCATCCCTGATCTTCCCGACGCTCATTTCAACATTTCTCACTC
CGGACGCTGGGTCATTTGCGCGTTTGATTCACAGCCGATCGGCATAGATATCGAAAAAACGAAACCGA
TCAGCCTTGAGATCGCCAAGCGCTTCTTTTCAAAAACAGAGTACAGCGACCTTTTAGCAAAAGACAAG
GACGAGCAGACAGACTATTTTTATCATCTATGGTCAATGAAAGAAAGCTTTATCAAACAAGGAAGGCA
AAGGCTTATCGCTTCCGCTTGA

Legenda: nucleotideo extra na posicdo 468 pb; stop codon prematuro.

sfp completo (675 pb) - B. licheniformis strain NIOT-ARMKVKO06 e B. subtilis strain
NCIB 3610 YcxD

ATGAAGATTTACGGAATTTATATGGACCGCCCGCTTTCACAGGAAGAAAATGAACGGTTCATGTCTTT
CATATCACCTGAAAAACGGGAGAAATGCCGGAGATTTTATCATAAAGAAGATGCTCACCGCACCCTGC
TGGGAGATGTGCTCGTTCGCTCAGTCATAAGCAGGCAGTATCAGTTGGACAAATCCGATATCCGCTTT
AGCACACAGGAATACGGGAAGCCGTGCATCCCTGATCTTCCCGACGCTCATTTCAACATTTCTCACTC
CGGACGCTGGGTCATTTGCGCGTTTGATTCACAGCCGATCGGCATAGATATCGAAAAAACGAAACCGA
TCAGCCTTGAGATCGCCAAGCGCTTCTTTTCAAAAACAGAGTACAGCGACCTTTTAGCAAAAGACAAG
GACGAGCAGACAGACTATTTTTATCATCTATGGTCAATGAAAGAAAGCTTTATCAAACAGGAAGGCAA
AGGCTTATCGCTTCCGCTTGATTCCTTTTCAGTGCGCCTGCACCAGGACGGACAAGTATCCATTGAGC
TTCCGGACAGCCATTCCCCATGCTATATCAAAACGTATGAGGTCGATCCCGGCTACAAAATGGCTGTA
TGCGCCGCACACCCTGATTTCCCCGAGGATATCACAATGGTCTCGTACGAAGAGCTTTTATAA

Legenda: sequéncia correta.

Sequéncia expandida do hxIR (465 pb) - B. subtilis 168, A6 e PY79

TTGAGCCGGATGGACGACAAAAGGTTTAATTGTGAGAAGGAATTAACGCTTGCAGTGATTGGCGGTAA
ATGGAAAATGCTCATTTTATGGCATTTAGGAAAAGAAGGCACAAAACGGTTCAATGAATTAAAAACAT
TGATTCCTGATATTACGCAGAAGATCCTCGTGAATCAGCTGAGAGAGCTTGAGCAGGATATGATTGTT
CACAGGGAAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGAAGGTTGAATATTCTCTGACCCCGCACGGAGAAAGCCT
CATGCCTATTCTTGAAGCCATGTATGAGTGGGGGAAAGGCTATATGGAATTGATTGATATCGACAAAA
ATGTCATGAAAGAATCGTTGTAAGACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTTTGCCTTTTTTTCGGTTTT
TGCGCGGTACACATAGTCATGTAAAGATTGTAAATTGCATTCAGCAATAAAAAAAGA

Legenda: Gene hxIR (363 pb); terminador rho-independente do gene hxIR (WILLENBACHER et al.,
2016); sequéncia utilizada como bragco de homologia (400 pb).
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srfAA (10.746 pb) - B. subtilis 168, A6 e PY79

ATGGAAATAACTTTTTACCCTTTAACGGATGCACAAAAACGAATTTGGTACACAGAAAAATTTTATCC
TCACACGAGCATTTCAAATCTTGCGGGGATTGGTAAGCTGGTTTCAGCTGATGCGATTGATTATGTGC
TTGTTGAGCAGGCGATTCAAGAGTTTATTCGCAGAAATGACGCCATGCGCCTTCGGTTGCGGCTAGAT
GAAAACGGGGAGCCTGTTCAATATATTAGCGAGTATCGGCCTGTTGATATAAAACATACTGACACTAC
TGAAGATCCGAATGCGATAGAGTTTATTTCACAATGGAGCCGGGAGGAAACGAAGAAACCTTTGCCGC
TATACGATTGTGATTTGTTCCGTTTTTCCTTGTTCACCATAAAGGAAAATGAAGTGTGGTTTTACGCA
AATGTTCATCACGTGATTTCTGATGGTATCTCCATGAATATTCTCGGGAATGCGATCATGCACATTTA
TTTAGAATTAGCCAGCGGCTCAGAGACAAAAGAAGGAATCTCGCATTCATTTATCGATCATGTTTTAT
CTGAACAGGAATATGCTCAATCGAAGCGGTTTGAAAAGGACAAGGCGTTTTGGAACAAACAATTTGAA
TCGGTGCCTGAACTTGTTTCCTTGAAACGGAATGCATCCGCAGGGGGAAGTTTAGATGCTGAGAGGTT
CTCTAAAGATGTGCCTGAAGCGCTTCATCAGCAGATTCTGTCGTTTTGTGAGGCGAATAAAGTCAGTG
TTCTTTCGGTATTTCAATCGCTGCTCGCCGCCTATTTGTACAGGGTCAGCGGCCAGAATGATGTTGTG
ACGGGAACATTTATGGGCAACCGGACAAATGCGAAAGAGAAGCAGATGCTTGGCATGTTTGTTTCTAC
GGTTCCGCTTCGGACAAACATTGACGGCGGGCAGGCGTTTTCAGAATTTGTCAAAGACCGGATGAAGG
ATCTGATGAAGACACTTCGCCACCAAAAGTATCCGTATAATCTCCTAATCAACGATTTGCGTGAAACA
AAGAGCTCTCTGACCAAGCTGTTCACGGTTTCTCTTGAATATCAAGTGATGCAGTGGCAGAAAGAAGA
GGATCTTGCCTTTTTGACTGAGCCGATTTTCAGCGGCAGCGGATTAAATGATGTCTCAATTCATGTAA
AGGATCGATGGGATACTGGGAAACTCACCATAGATTTTGATTACCGCACTGATTTATTTTCACGTGAA
GAAATCAACATGATTTGTGAGCGCATGATTACCATGCTGGAGAACGCGTTAACGCATCCAGAACATAC
AATTGATGAATTAACACTGATTTCTGATGCGGAGAAAGAGAAGCTGCTTGCGAGGGCCGGCGGTAAAT
CTGTGAGCTACCGTAAGGACATGACGATACCAGAGCTGTTCCAAGAAAAGGCTGAACTGCTTTCTGAT
CATCCAGCGGTTGTATTTGAAGATCGCACATTGTCCTATCGAACGTTACATGAGCAATCTGCACGCAT
CGCCAATGTGCTGAAACAGAAAGGGGTTGGCCCGGACAGTCCTGTCGCGGTTTTGATTGAACGCTCTG
AACGGATGATTACAGCTATCATGGGAATTTTAAAAGCCGGCGGAGCCTATGTGCCGATTGATCCGGGT
TTTCCTGCTGAGCGCATTCAATATATTTTGGAGGACTGCGGGGCGGATTTCATCCTGACTGAATCGAA
GGTTGCGGCGCCTGAAGCCGATGCTGAGCTGATTGACTTAGATCAGGCGATTGAGGAAGGTGCAGAAG
AAAGCCTGAATGCAGATGTGAACGCTCGGAACCTTGCCTACATTATTTACACATCGGGAACAACCGGA
CGCCCGAAAGGCGTTATGATCGAGCATCGCCAGGTTCATCATTTGGTTGAATCTCTGCAGCAGACGAT
TTATCAAAGCGGCAGCCAAACCCTGCGGATGGCATTGCTTGCGCCGTTCCACTTTGATGCGTCAGTGA
AGCAGATCTTCGCGTCGCTTCTTTTGGGCCAAACCCTTTATATCGTACCGAAGAAAACAGTGACGAAC
GGGGCCGCCCTTACTGCATATTATCGGAAGAACAGCATTGAGGCGACGGACGGAACACCGGCTCATTT
GCAAATGCTGGCAGCAGCAGGCGATTTTGAAGGCCTAAAACTGAAGCACATGCTGATCGGAGGAGAAG
GCCTGTCATCTGTTGTTGCGGACAAGCTGCTGAAGCTGTTTAAAGAAGCCGGCACAGCGCCGCGTTTG
ACTAATGTGTACGGGCCGACTGAAACGTGCGTTGACGCGTCTGTTCATCCGGTTATCCCTGAGAATGC
AGTTCAATCAGCGTATGTGCCGATCGGGAAAGCGCTGGGGAATAACCGCTTATATATTTTGGATCAAA
AAGGCCGGCTGCAGCCTGAAGGCGTGGCGGGTGAGCTTTATATCGCGGGAGACGGTGTGGGCCGAGGC
TATTTACATTTGCCTGAATTAACGGAAGAGAAGTTTTTACAAGATCCATTCGTGCCGGGCGATCGCAT
GTACCGGACCGGGGACGTGGTGCGCTGGCTTCCAGATGGAACAATCGAATATTTAGGCAGAGAGGATG
ACCAGGTCAAAGTCCGCGGATACCGGATTGAGCTTGGGGAAATTGAAGCCGTGATTCAGCAGGCGCCA
GACGTTGCAAAAGCCGTTGTTTTGGCACGCCCTGACGAACAGGGAAATCTTGAGGTTTGCGCATATGT
TGTGCAGAAGCCTGGAAGCGAATTTGCGCCAGCCGGTTTGAGGGAGCATGCGGCCAGACAGCTTCCTG
ACTATATGGTGCCGGCTTACTTTACAGAAGTGACAGAAATTCCGCTTACACCAAGCGGCAAAGTCGAC
CGCCGCAAGCTGTTTGCACTAGAGGTGAAGGCTGTCAGCGGCACTGCCTATACAGCGCCGCGAAATGA
GACTGAAAAAGCAATCGCAGCCATTTGGCAGGACGTGCTGAACGTTGAGAAGGCGGGGATCTTTGACA
ATTTCTTTGAAACTGGCGGACATTCATTAAAAGCCATGACCCTTTTAACAAAGATTCATAAGGAAACA
GGCATTGAGATTCCGCTTCAATTTTTGTTTGAGCATCCGACGATTACGGCTCTTGCAGAGGAAGCTGA
TCACAGAGAAAGCAAAGCTTTTGCGGTGATTGAACCTGCTGAAAAACAGGAGCATTACCCGCTTTCAT
TGGCACAGCAGCGAACATATATCGTCAGCCAGTTCGAGGATGCGGGAGTCGGCTATAACATGCCAGCA
GCAGCAATTCTGGAAGGGCCTTTAGATATTCAAAAGCTGGAGCGCGCATTTCAGGGATTAATCCGACG
CCACGAGTCATTGAGAACATCATTTGTTCTTGAAAACAGCACGCCGAGACAGAAAATTCACGATAGCG
TTGATTTCAACATCGAAATGATTGAAAGAGGCGGCCGCTCAGATGAGGCAATTATGGCTTCATTCGTT
CGGACATTTGATTTGGCGAAAGCTCCGCTGTTCAGAATCGGTTTGCTGGGGCTTGAAGAGAACCGTCA
TATGCTGCTGTTTGACATGCACCATTTGATTTCTGACGGTGTATCCATTGGCATTATGCTGGAGGAGT
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TAGCACGCATTTATAAAGGCGAACAGCTTCCTGATCTTCGTCTCCAGTATAAGGACTACGCTGTATGG
CAAAGCAGACAGGCTGCTGAAGGGTACAAGAAGGACCAGGCTTATTGGAAGGAAGTCTTTGCAGGCGA
GCTCCCGGTGCTTCAGCTTCTGTCCGATTACCCAAGACCACCTGTTCAAAGCTTTGAAGGGGATCGGG
TGTCAATCAAGCTGGATGCGGGGGTAAAGGATCGCCTCAATCGTTTGGCTGAACAAAACGGCGCCACT
TTATATATGGTGATGCTTTCCGCTTACTATACGCTTTTGTCAAAGTATACGGGGCAGGATGACATCAT
TGTCGGGACACCGTCAGCGGGCAGAAATCACTCCGATACAGAGGGCATTATCGGGATGTTCGTCAATA
CGCTTGCGATTCGCAGTGAGGTGAAGCAGAATGAGACGTTTACCCAATTGATCTCGCGTGTCCGCAAA
CGGGTGCTGGATGCCTTTTCTCATCAGGACTATCCGTTTGAGTGGCTTGTTGAAGATTTGAACATCCC
GCGTGATGTTAGCAGGCATCCGCTGTTTGACACGATGTTCAGCCTTCAAAACGCGACAGAGGGCATTC
CGGCTGTCGGCGATCTTTCCTTGTCTGTTCAAGAGACCAATTTCAAGATTGCCAAATTTGATTTGACG
GTGCAGGCGAGAGAAACCGATGAAGGCATTGAGATTGATGTGGATTACAGCACAAAGCTGTTTAAACA
AAGCACGGCAGACAGGCTGCTTACGCATTTTGCGCGTTTGCTTGAAGATGCTGCGGCTGATCCAGAGA
AGCCGATTTCTGAGTATAAGCTTCTTTCTGAAGAGGAGGCTGCTTCGCAAATTCAGCAGTTTAACCCG
GGCAGAACACCTTATCCGAAAGATAAAACAATTGTTCAGCTGTTTGAGGAGCAAGCGGCGAATACGCC
AGACCACACTGCGCTTCAATATGAAGGCGAATCACTCACTTATCGTGAACTGAATGAACGGGCCAATC
GTTTAGCCCGCGGCATTCTTTCTCTTGGAGCTGGCGAAGGCAGAACTGCGGCTGTCTTATGCGAGCGG
TCAATGGATATGATTGTGTCGATCTTGGCAGTATTAAAATCAGGTTCGGCTTATGTTCCGATCGATCC
GGAACATCCGATTCAGCGGATGCAGCATTTCTTCCGTGACAGCGGAGCAAAGGTGCTTCTCACTCAGA
GGAAATTAAAGGCTTTGGCGGAAGAAGCGGAATTTAAGGGCGTTATCGTGCTAGCCGATGAGGAAGAA
AGCTATCATGCCGATGCGCGAAATCTCGCACTGCCTCTTGATTCTGCAGCAATGGCCAACCTGACGTA
TACTTCCGGAACGACTGGAACACCTAAGGGGAATATCGTGACACATGCCAATATTCTCCGCACGGTGA
AGGAAACGAATTATCTCAGCATTACAGAACAGGATACGATTCTCGGTCTTTCCAATTACGTGTTTGAC
GCGTTTATGTTCGATATGTTCGGCTCTTTGTTAAACGGAGCCAAGCTGGTGCTGATACCGAAGGAAAC
CGTTTTGGACATGGCTCGCCTGTCCCGCGTCATTGAACGGGAGAACATCAGCATTCTCATGATTACAA
CCGCTTTGTTCCACTTGCTTGTGGACTTGAATCCGGCATGCTTGTCAACGCTTCGCAAGATTATGTTT
GGCGGGGAACGGGCTTCGGTTGAGCATGTCAGAAAAGCTTTGCAAACGGTTGGAAAGGGCAAGCTCCT
TCATATGTATGGACCGTCTGAAAGCACGGTTTTCGCGACGTATCATCCGGTTGATGAATTGGAGGAGC
ACACGCTGTCTGTTCCGATTGGAAAACCGGTCAGCAATACGGAAGTATACATTCTTGACCGTACGGGA
CACGTGCAGCCTGCCGGGATTGCCGGAGAGCTTTGCGTCAGCGGCGAAGGACTCGTGAAAGGCTATTA
CAACCGTCCAGAACTGACTGAGGAGAAATTTGTTCCCCATCCGTTTACATCCGGCGAACGCATGTATA
AAACGGGAGACCTTGCGAGATGGCTGCCGAATGGCGACATCGAATTTATCGGGCGAATCGACCATCAG
GTGAAGATTCGCGGACAGCGCATCGAGCTTGGAGAAATCGAACATCAGCTGCAAACCCATGATCGTGT
TCAGGAAAGTGTTGTGCTTGCCGTTGATCAAGGAGCGGGAGATAAACTGTTGTGTGCTTACTATGTCG
GAGAAGGAGACATCTCATCACAAGAGATGAGAGAGCATGCTGCGAAGGACTTGCCGGCATATATGGTT
CCTGCGGTGTTTATCCAAATGGACGAGCTGCCGCTGACAGGGAACGGAAAAATTGACCGGAGAGCGCT
GCCGATTCCTGATGCCAACGTTTCAAGAGGTGTTTCATATGTTGCGCCACGCAATGGAACGGAACAAA
AAGTCGCGGACATTTGGGCACAGGTACTTCAGGCAGAACAAGTCGGCGCTTATGACCACTTCTTTGAC
ATTGGCGGACATTCATTAGCAGGCATGAAGATGCTTGCCTTGGTTCATCAGGAACTGGGCGTTGAGCT
GTCACTCAAGGATCTCTTCCAGTCACCGACGGTTGAGGGCTTGGCACAGGTGATTGCCTCTGCTGAAA
AAGGGACAGCCGCAAGTATCAGCCCGGCAGAGAAACAAGATACGTATCCTGTTTCTTCACCGCAAAAA
CGGATGTACGTGCTTCAGCAGCTTGAGGATGCGCAAACGAGCTATAACATGCCGGCGGTTCTGCGCCT
GACAGGTGAGCTTGATGTTGAAAGGCTTAACAGCGTCATGCAGCAGTTAATGCAGCGTCATGAAGCCT
TGAGAACCACGTTTGAAATAAAAGATGGAGAAACGGTGCAGCGGATCTGGGAAGAGGCTGAGTGCGAG
ATAGCCTATTTCGAAGCCCCGGAAGAAGAGACAGAGCGGATCGTTTCTGAGTTTATTAAGCCTTTCAA
AATCGACCAACTTCCACTGTTCAGAATAGGGCTTATCAAGCATTCAGACACTGAGCATGTGCTGCTGT
TCGATATGCATCATATTATTTCTGATGGTGCATCTGTCGGTGTGCTGATTGAGGAGCTTTCAAAGCTG
TACGACGGAGAAACCCTTGAGCCGCTCCGTATTCAATATAAGGATTATGCCGTGTGGCAGCAGCAGTT
CATTCAGTCTGAGCTTTACAAGAAGCAAGAAGAGCATTGGCTGAAGGAGCTGGACGGAGAGCTGCCGG
TGCTGACGCTTCCGACTGATTACAGTCGGCCTGCCGTTCAAACATTTGAGGGAGACCGCATTGCATTT
TCATTAGAAGCAGGCAAAGCTGATGCTCTGCGCAGGCTTGCAAAAGAAACGGATTCCACGCTTTACAT
GGTGCTTCTGGCTTCATACAGTGCGTTTTTATCAAAAATTAGCGGGCAAGACGATATCATCGTCGGTT
CACCTGTGGCCGGACGATCTCAAGCGGACGTCAGCCGCGTCATCGGAATGTTCGTCAATACATTGGCG
CTGCGCACGTATCCGAAGGGTGAAAAGACGTTTGCTGACTATCTTAACGAAGTGAAAGAAACGGCACT
CAGCGCTTTTGATGCGCAGGATTACCCACTTGAGGATTTGATCGGAAATGTTCAGGTTCAGCGTGACA
CAAGCAGAAATCCGTTATTCGATGCAGTTTTTTCAATGCAAAATGCGAATATAAAGGATTTAACAATG
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AAAGGGATTCAGCTTGAGCCGCATCCGTTTGAACGGAAAACAGCCAAGTTTGACCTCACGCTGACGGC
TGACGAAACCGACGGAGGGCTTACATTCGTACTCGAATACAATACAGCTCTGTTTAAGCAGGAAACGA
TTGAACGATGGAAGCAATATTGGATGGAGCTTTTAGATGCAGTTACTGGGAACCCGAACCAGCCGCTT
TCCAGCCTGTCACTGGTCACCGAGACAGAAAAGCAAGCGCTTCTTGAGGCATGGAAGGGCAAAGCGCT
GCCTGTGCCGACAGACAAAACGGTTCATCAGCTATTCGAAGAGACTGCCCAGCGCCACAAAGACCGLCC
CGGCTGTCACATACAACGGCCAGTCTTGGACGTACGGCGAGCTGAATGCGAAGGCAAACCGTCTCGCG
CGGATTCTGATGGACTGCGGCATCAGCCCGGATGACCGCGTCGGCGTTCTCACGAAGCCGTCGCTTGA
AATGTCCGCCGCGGTGCTCGGCGTCTTGAAAGCCGGAGCGGCGTTTGTGCCGATTGATCCTGACTATC
CGGATCAGCGGATTGAGTATATTTTACAGGACAGCGGCGCGAAGCTTCTCTTGAAACAGGAAGGCATT
TCAGTGCCGGACAGCTATACGGGAGATGTCATTCTTCTCGACGGAAGCCGCACGATTCTAAGCCTGCC
GCTTGATGAAAACGACGAGGAAAATCCAGAAACCGCTGTAACCGCGGAGAACTTGGCGTACATGATTT
ACACGTCTGGAACGACCGGACAGCCGAAGGGTGTCATGGTCGAGCACCATGCGCTTGTGAACCTGTGC
TTCTGGCACCACGACGCGTTCAGCATGACAGCGGAGGACCGCAGTGCGAAGTACGCGGGCTTTGGGTT
CGACGCTTCCATTTGGGAGATGTTCCCGACCTGGACGATCGGTGCCGAACTTCACGTCATTGAGGAAG
CGATCCGCCTCGATATCGTCCGCCTGAACGATTATTTTGAAACGAACGGCGTAACGATCACGTTCCTG
CCGACACAGCTTGCGGAACAGTTCATGGAGCTTGAGAACACATCACTTCGCGTATTGCTTACTGGAGG
AGACAAGCTGAAGCGCGCAGTGAAAAAGCCGTACACACTCGTCAATAACTACGGGCCGACAGAGAATA
CGGTCGTTGCCACAAGCGCAGAAATCCATCCGGAGGAAGGCTCGCTTTCCATCGGAAGGGCCATTGCC
AATACGAGAGTATACATTCTCGGCGAGGGCAATCAGGTGCAGCCGGAAGGCGTAGCCGGAGAGCTTTG
CGTGGCGGGGCGCGGACTGGCACGCGGCTATCTGAATCGAGAAGACGAAACCGCGAAGCGGTTTGTCG
CTGATCCGTTTGTGCCGGGTGAGCGCATGTACCGCACCGGCGATTTGGTGAAATGGACGGGCGGCGGL
ATCGAATACATCGGCCGGATCGACCAGCAGGTCAAGGTCCGCGGCTACCGGATCGAGCTCTCAGAAAT
TGAAGTCCAGCTCGCCCAGCTTTCTGAGGTGCAGGATGCGGCGGTGACAGCTGTCAAAGATAAAGGCG
GCAACACAGCGATCGCGGCGTATGTCACACCGGAATCAGCTGACATAGAAGCACTGAAATCAGCACTG
AAGGAAACCCTGCCGGATTACATGATCCCGGCGTTCTGGGTGACGCTGAACGAGCTTCCGGTTACGGC
AANACGGCAAAGTGGACCGCAAAGCCTTGCCTGAGCCGGACATCGAAGCGGGAAGCGGAGAATACAAAG
CGCCGACGACCGACATGGAAGAGCTGCTTGCCGGCATCTGGCAGGACGTGCTTGGAATGTCTGAAGTC
GGTGTCACCGACAATTTCTTCTCGCTTGGCGGAGATTCCATCAAAGGAATTCAAATGGCGAGCCGCTT
GAACCAGCACGGCTGGAAGCTGGAAATGAAAGATCTCTTCCAGCACCCGACGATCGAAGAGCTCACCC
AGTACGTAGAGCGTGCCGAAGGCAAACAGGCAGACCAAGGCCCGGTGGAGGGCGAAGTCATCCTGACG
CCGATCCAGCGCTGGTTCTTTGAAAAGAACTTCACGAACAAGCACCACTGGAACCAATCTGTGATGCT
TCACGCCAAGAAGGGCTTTGATCCTGAACGGGTGGAGAAAACATTGCAGGCGCTGATCGAGCATCATG
ACGCGCTCCGCATGGTCTATCGTGAGGGACAGGAAGACGTCATTCAATACAACAGAGGTCTTGAAGCT
GCTTCAGCTCAATTGGAGGTCATCCAGATTGAGGGCCAAGCTGCAGATTACGAAGACCGAATAGAGAG
AGAAGCGGAGCGTTTGCAAAGCAGCATCGACTTGCAGGAAGGCGGCTTGTTAAAAGCAGGCTTGTTCC
AAGCGGAAGACGGAGATCACTTGCTTCTTGCCATTCACCACTTAGTGGTTGACGGCGTGTCGTGGCGG
ATTTTACTGGAGGATTTCGCCGCGGTATATACACAGCTTGAGCAAGGCAATGAACCGGTTCTCCCGCA
GAAAACACATTCATTTGCAGAGTATGCAGAGAGATTGCAAGACTTCGCGAACTCCAAAGCCTTTTTGA
AAGAAAAAGAGTATTGGAGACAGCTTGAAGAACAAGCTGTTGCGGCAAAGCTTCCGAAAGACCGCGAA
TCTGGTGATCAGCGAATGAAACATACAAAGACAATTGAATTCTCGCTGACTGCTGAAGAGACAGAACA
GCTCACCACAAAGGTGCATGAGGCATATCACACAGAAATGAATGATATTTTGCTGACGGCATTCGGAT
TGGCAATGAAGGAGTGGACGGGTCAAGATCGAGTAAGTGTTCATTTAGAGGGGCATGGACGTGAAGAA
ATCATAGAAGACCTGACCATTTCTCGCACAGTCGGCTGGTTTACAAGTATGTACCCAATGGTGCTCGA
TATGAAGCATGCGGATGATCTGGGCTACCAGCTGAAGCAAATGAAAGAAGATATCAGACATGTGCCGA
ATAAGGGAGTCGGATACGGCATTCTGCGCTATCTGACGGCACCGGAACATAAAGAAGATGTGGCGTTC
TCGATTCAGCCGGATGTCAGCTTCAACTATTTAGGTCAGTTTGACGAAATGTCGGATGCAGGTTTGTT
TACGAGATCAGAGCTGCCATCAGGACAGTCATTAAGCCCTGAAACAGAAAAACCGAATGCGCTGGATG
TTGTCGGATATATCGAAAACGGAAAACTGACGATGTCACTGGCCTATCATTCTCTTGAATTTCATGAA
AAAACAGTACAAACATTCAGTGACAGCTTTAAAGCGCATCTTCTCAGAATCATTGAACATTGCCTATC
TCAAGATGGTACGGAACTGACCCCGAGTGATCTTGGTGACGACGATTTGACGCTGGATGAGCTGGATA
AATTAATGGAAATTTTCTAA

Legenda: Sequéncia parcial do gene srfAA utilizada como brago de homologia (400 pb).
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luxR1 (S0) (1.553 pb) —- CORREA et al., 2020

TTAACTTTTAAAGTATGGGCAATCAATTGCTCCTGTTAAAATTGCTTTAGAAATACTTTGGCAGCGGT
TTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAAAGTGACCGTACGCTTACTGCAGCCTAAT
ATTTTTGAAATATCCCAAGAGCTCTTTCCTTCGCATGCCCACGCTAAACATTCTTTTTCTCTTTTGGT
TAAATCGTTGTTTGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTTCGATAATTATCAACTAGAGAAGGAACAA
TTAATGGTATGTTCATACATGCATGTAAAAATAAACTATCTATATAGTTGTCTTTCTCTGAATGTGCA
AAACTAAGCATTCCGAAGCCATTATTAGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAGTGATAAGACCTGA
TGATTTCGCTTCTTTAATTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTGTTTTCAAATATATTCCAAT
TAATTGGTGAATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAAATTAGCGTCATCA
TAATATTGCCTCCATTTTTTAGGGTAATTATCTAGAATTGAAATATCAGATTTAACCATGGAATGAGG
ATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAGATAAGCATTGATTAA
TATCATTATTGCTTCTACAAGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGTAAGTGTCGTCGGCATTTATGTCT
TTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAAAC
GGTAATAGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAAATACA
ATTGTTTAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTATAGTCGATT
AAACGCAAGGGAGGTTGGTATGACTATAATGATAAAAAAATCGGATTTTTTGGCAATTCCATCGGAGG
AGTATAAAGGTATTCTAAGTCTTCGTTATCAAGTGTTTAAGCAAAGACTTGAGTGGGACTTAGTTGTA
GAAAATAACCTTGAATCAGATGAGTATGATAACTCAAATGCAGAATATATTTATGCTTGTGATGATAC
TGAAAATGTAAGTGGATGCTGGCGTTTATTACCTACAACAGGTGATTATATGCTGAAAAGTGTTTTTC
CTGAATTGCTTGGTCAACAGAGTGCTCCCAAAGATCCTAATATAGTCGAATTAAGTCGTTTTGCTGTA
GGTAAAAATAGCTCCAAGATAAATAACTCTGCTAGTGAAATTACAATGAAACTATTTGAAGCTATATA
TAAACACGCTGTTAGTCAAGGTATTACAGAATATGTAACAGTAACATCAACAGCAATAGAGCGATTTT
TAAAGCGTATTAAAGTTCCTTGTCATCGTATTGGAGACAAAGAAATTCATGTATTAGGTGATACTAAA
TCGGTTGTATTGTCTATGCCTATTAATGAACAGTTTAAAAAAGCAGTCTTAAATTAA

Legenda: luxR (fita reversa); luxl; Py -35; P -10; sitio de ligacdo de LuxR; Piyr -10 (fita reversa);
Plxr -35 (fita reversa).

b) Promotores:

Sequéncia expandida do Psra (573 pb) - B. subtilis 168, A6 ¢ PY79

GACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTTTGCCTTTTTTTCGGTTTTTGCGCGGTACACATAGTCATGTA
AAGATTGTAAATTGCAT TCAGCAATAAAAAAAGATTGAACGCAGCAGTT-TT TAAAAATTTTTATT
TTTCTGTAAATAATGTTTAGTGGAAATGATTGCGGCATCCCGCAAAAAATATTGCTGTAAATAAACTG
GAATCTTTCGGCATCCCGCATGAAACTTTTCACCCATTTTTCGGTGATAAAAACATTTTTTTCATTTA
AACTGAACGGTAGAAAGATAAAAAATATTGAAAACAATGAATAAATAGCCAAAATTGGTTTCTTATTA
GGGTGGGGTCTTGCGGTCTTTATCCGCTTATGTTAAACGCCGCAATGCTGACTGACGGCAGCCTGCTT
TAATAGCGGCCATCTGTTTTTTGATTGGAAGCACTGCTTTTTAAGTGTAGTACTTTGGGCTATTTCGG
CTGTTAGTTCATAAGAATTAAAAGCTGATATGGATAAGAAAGAGAAAATGCGTTGCACATGTTCACTG
CTTATAAAG

Legenda: sequéncia-alvo do gRNA; [ll; P<+a; Psia -35 € Psra -10 (WILLENBACHER et al., 2016).

R6 (Piuxs2) (205 pb) - CORREA et al., 2020

ACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAAACGGTAA
TAGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAAATACAATTGT
TTAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTGTATAATAAATGTAG
T
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Legenda: sitio de ligacdo de LUxXR; Pixs2-35; Piuxs2-10

TP2 (104 pb) - LIU et al., 2018

TTAAATCTCAAAAAGGTGTTGACATTCAAAACAAAATATGGTATAATGCCCCCAAAATCGCAAAAAAG
TGTTGACAACTTAACTCAGATCTGGTATAATAGAAA

Legenda: promotor duplo sintético TP2 de LIU et al. (2018).

c) Sitios de ligagéo do ribossomo:

RBS 1 - B. subtilis 168, A6 e PY79

ATTAGGGGAGGTATGACAATATG

Legenda: RBS 1; cédon de inicio da traducao.

RBS2-LIUetal., 2018

ATG

Legenda: : cddon de inicio da traducdo.

d) Sequéncias de DNA doador:
SD1 (679 pb)

AAGGCCAACGAGGCCATGAAGATTTACGGAATTTATATGGACCGCCCGCTTTCACAGGAAGAAAATGA
ACGGTTCATGTCTTTCATATCACCTGAAAAACGGGAGAAATGCCGGAGATTTTATCATAAAGAAGATG
CTCACCGCACCCTGCTGGGAGATGTGCTCGTTCGCTCAGTCATAAGCAGGCAGTATCAGTTGGACAAA
TCCGATATCCGCTTTAGCACGCAGGAATACGGGAAGCCGTGCATCCCTGATCTTCCCGACGCTCATTT
CAACATTTCTCACTCCGGACGCTGGGTCATTTGCGCGTTTGATTCACAGCCGATCGGCATAGATATCG
AAAAAACGAAACCGATCAGCCTTGAGATCGCCAAGCGCTTCTTTTCAAAAACAGAGTACAGCGACCTT
TTAGCAAAAGACAAGGACGAGCAGACAGACTATTTTTATCATCTATGGTCAATGAAAGAAAGCTTTAT
TAAGCAAGAGCCCAAAGGCTTATCGCTTCCGCTTGATTCCTTTTCAGTGCGCCTGCACCAGGACGGAC
AAGTATCCATTGAGCTTCCGGACAGCCATTCCCCATGCTATATCAAAACGTATGAGGTCGATCCCGGC
TACAAAATGGCTGTATGCGCCGTACACCCTGATTTCCCCGAGGATATCACAAGGCCAATAAGGCCTT

Legenda: sitio de restricdo da Sfil, sequéncia-alvo, nucleotideos modificados, PAM modificada.

SD2 (2690 pb)

AAGGCCAACGAGGCCTAAATGGAAAATGCTCATTTTATGGCATTTAGGAAAAGAAGGCACAAAACGGT
TCAATGAATTAAAAACATTGATTCCTGATATTACGCAGAAGATCCTCGTGAATCAGCTGAGAGAGCTT
GAGCAGGATATGATTGTTCACAGGGAAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGAAGGTTGAATATTCTCTGAC
CCCGCACGGAGAAAGCCTCATGCCTATTCTTGAAGCCATGTATGAGTGGGGGAAAGGCTATATGGAAT
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TGATTGATATCGACAAAAATGTCATGAAAGAATCGTTGTAAGACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTT
TGCCTTTTTTTCGGTTTTTGCGCGGTACACATAGTCATGTAAAGATTGTAAATTGCATTCAGCAATAA
AAAAAGAGAATTCTTAACTTTTAAAGTATGGGCAATCAATTGCTCCTGTTAAAATTGCTTTAGAAATA
CTTTGGCAGCGGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAAAGTGACCGTACGCTT
ACTGCAGCCTAATATTTTTGAAATATCCCAAGAGCTCTTTCCTTCGCATGCCCACGCTAAACATTCTT
TTTCTCTTTTGGTTAAATCGTTGTTTGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTTCGATAATTATCAACT
AGAGAAGGAACAATTAATGGTATGTTCATACATGCATGTAAAAATAAACTATCTATATAGTTGTCTTT
CTCTGAATGTGCAAAACTAAGCATTCCGAAGCCATTATTAGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAG
TGATAAGACCTGATGATTTCGCTTCTTTAATTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTGTTTTCA
AATATATTCCAATTAATTGGTGAATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAA
ATTAGCGTCATCATAATATTGCCTCCATTTTTTAGGGTAATTATCTAGAATTGAAATATCAGATTTAA
CCATGGAATGAGGATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAGAT
AAGCATTGATTAATATCATTATTGCTTCTACAAGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGTAAGTGTCGTC
GGCATTTATGTCTTTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTAT
ATATCATTAAAACGGTAATAGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATAT
CGCTTGAAATACAATTGTTTAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTT
GTTATAGTCGATTAAACGCAAGGGAGGTTGGTATGACTATAATGATAAAAAAATCGGATTTTTTGGCA
ATTCCATCGGAGGAGTATAAAGGTATTCTAAGTCTTCGTTATCAAGTGTTTAAGCAAAGACTTGAGTG
GGACTTAGTTGTAGAAAATAACCTTGAATCAGATGAGTATGATAACTCAAATGCAGAATATATTTATG
CTTGTGATGATACTGAAAATGTAAGTGGATGCTGGCGTTTATTACCTACAACAGGTGATTATATGCTG
AAAAGTGTTTTTCCTGAATTGCTTGGTCAACAGAGTGCTCCCAAAGATCCTAATATAGTCGAATTAAG
TCGTTTTGCTGTAGGTAAAAATAGCTCCAAGATAAATAACTCTGCTAGTGAAATTACAATGAAACTAT
TTGAAGCTATATATAAACACGCTGTTAGTCAAGGTATTACAGAATATGTAACAGTAACATCAACAGCA
ATAGAGCGATTTTTAAAGCGTATTAAAGTTCCTTGTCATCGTATTGGAGACAAAGAAATTCATGTATT
AGGTGATACTAAATCGGTTGTATTGTCTATGCCTATTAATGAACAGTTTAAAAAAGCAGTCTTAAATT
AACTAGAACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAA
ACGGTAATAGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAAATA
CAATTGTTTAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTGTATAATA
AATGTAGTACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTTGAACGCAGCAGTTTCGTTTAAAAATTTTTATTTTTCTG
TAAATAATGTTTAGTGGAAATGATTGCGGCATCCCGCAAAAAATATTGCTGTAAATAAACTGGAATCT
TTCGGCATCCCGCATGAAACTTTTCACCCATTTTTCGGTGATAAAAACATTTTTTTCATTTAAACTGA
ACGGTAGAAAGATAAAAAATATTGAAAACAATGAATAAATAGCCAAAATTGGTTTCTTATTAGGGTGG
GGTCTTGCGGTCTTTATCCGCTTATGTTAAACGCCGCAATGCTGACTGACGGCAGCCTGCTTTAATAG
CGGCCATCTGTTTTTTGATTGGAAGCACTGCTTTTTAAGTGTAGTACTTTGGGCTATTTCGGCTGTTA
GTTCATAAGAATTAAAAGCTGATATGGATAAGAAAGAGAAAATGCGTTGCACATGTTCACTGCTTATA
AAGATTAGGGGAGGTATGACAATGGCCAATAAGGCCTT

Legenda: final da sequéncia expandida do gene hxIR com terminador rho-independente; sitio de
restricdo da EcoRlI; sequéncia SO; cicatriz Xbal/Spel; promotor R6; BioBrick suffix; promotor Pgia
expandido; nucleotideo modificado para remocdo da PAM (G trocado por C); sitio de restri¢do da Sfil.

SD3 (2611 pb)

AAGGCCAACGAGGCCTAAATGGAAAATGCTCATTTTATGGCATTTAGGAAAAGAAGGCACAAAACGGT
TCAATGAATTAAAAACATTGATTCCTGATATTACGCAGAAGATCCTCGTGAATCAGCTGAGAGAGCTT
GAGCAGGATATGATTGTTCACAGGGAAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGAAGGTTGAATATTCTCTGAC
CCCGCACGGAGAAAGCCTCATGCCTATTCTTGAAGCCATGTATGAGTGGGGGAAAGGCTATATGGAAT
TGATTGATATCGACAAAAATGTCATGAAAGAATCGTTGTAAGACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTT
TGCCTTTTTTTCGGTTTTTGCGCGGTACACATAGTCATGTAAAGATTGTAAATTGCATTCAGCAATAA
AAAAAGAAACTTTTAAAGTATGGGCAATCAATTGCTCCTGTTAAAATTGCTTTAGAAATACTTTGGCA
GCGGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAAAGTGACCGTACGCTTACTGCAGC
CTAATATTTTTGAAATATCCCAAGAGCTCTTTCCTTCGCATGCCCACGCTAAACATTCTTTTTCTCTT
TTGGTTAAATCGTTGTTTGATTTATTATTTGCTATATTTATTTTTCGATAATTATCAACTAGAGAAGG
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AACAATTAATGGTATGTTCATACATGCATGTAAAAATAAACTATCTATATAGTTGTCTTTCTCTGAAT
GTGCAAAACTAAGCATTCCGAAGCCATTATTAGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAGTGATAAGA
CCTGATGATTTCGCTTCTTTAATTACATTTGGAGATTTTTTATTTACAGCATTGTTTTCAAATATATT
CCAATTAATTGGTGAATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAAATTAGCGT
CATCATAATATTGCCTCCATTTTTTAGGGTAATTATCTAGAATTGAAATATCAGATTTAACCATGGAA
TGAGGATAAATGATCGCGAGTAAATAATATTCACAATGTACCATTTTAGTCATATCAGATAAGCATTG
ATTAATATCATTATTGCTTCTACAAGCTTTAATTTTATTAATTATTCTGTAAGTGTCGTCGGCATTTA
TGTCTTTCATACCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATT
AAAACGGTAATAGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAA
ATACAATTGTTTAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTATAGT
CGATTAAACGCAAGGGAGGTTGGTATGACTATAATGATAAAAAAATCGGATTTTTTGGCAATTCCATC
GGAGGAGTATAAAGGTATTCTAAGTCTTCGTTATCAAGTGTTTAAGCAAAGACTTGAGTGGGACTTAG
TTGTAGAAAATAACCTTGAATCAGATGAGTATGATAACTCAAATGCAGAATATATTTATGCTTGTGAT
GATACTGAAAATGTAAGTGGATGCTGGCGTTTATTACCTACAACAGGTGATTATATGCTGAAAAGTGT
TTTTCCTGAATTGCTTGGTCAACAGAGTGCTCCCAAAGATCCTAATATAGTCGAATTAAGTCGTTTTG
CTGTAGGTAAAAATAGCTCCAAGATAAATAACTCTGCTAGTGAAATTACAATGAAACTATTTGAAGCT
ATATATAAACACGCTGTTAGTCAAGGTATTACAGAATATGTAACAGTAACATCAACAGCAATAGAGCG
ATTTTTAAAGCGTATTAAAGTTCCTTGTCATCGTATTGGAGACAAAGAAATTCATGTATTAGGTGATA
CTAAATCGGTTGTATTGTCTATGCCTATTAATGAACAGTTTAAAAAAGCAGTCTTAAATTAACTAGAA
CCCATCTCTTTATCCTTACCTATTGTTTGTCGCAAGTTTTGCGTGTTATATATCATTAAAACGGTAAT
AGATTGACATTTGATTCTAATAAATTGGATTTTTGTCACACTATTATATCGCTTGAAATACAATTGTT
TAACATAAGTACCTGTAGGATCGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGGTTTGTTGTATAATAAATGTAGT
ATTAGGGGAGGTATGACAATATGGAAATAACTTTTTACCCTTTAACGGATGCACAAAAACGAATTTGG
TACACAGAAAAATTTTATCCTCACACGAGCATTTCAAATCTTGCGGGGATTGGTAAGCTGGTTTCAGC
TGATGCGATTGATTATGTGCTTGTTGAGCAGGCGATTCAAGAGTTTATTCGCAGAAATGACGCCATGC
GCCTTCGGTTGCGGCTAGATGAAAACGGGGAGCCTGTTCAATATATTAGCGAGTATCGGCCTGTTGAT
ATAAAACATACTGACACTACTGAAGATCCGAATGCGATAGAGTTTATTTCACAATGGAGCCGGGAGGA
AACGAAGAAACCTTTGCCGCTATACGATTGTGATTTGTTCCGTTTTTCCTTGTTCACCATAAAGGAAA
ATGAAGTGTGGTGGCCAATAAGGCCTT

Legenda: final da sequéncia expandida do gene hxIR com terminador rho-independente; sequéncia SO;
cicatriz Xbal/Spel; promotor R6; RBS 1; inicio do gene srfAA,; sitio de restri¢do da Sfil.

SD4 (951 pb)

AAGGCCAACGAGGCCTAAATGGAAAATGCTCATTTTATGGCATTTAGGAAAAGAAGGCACAAAACGGT
TCAATGAATTAAAAACATTGATTCCTGATATTACGCAGAAGATCCTCGTGAATCAGCTGAGAGAGCTT
GAGCAGGATATGATTGTTCACAGGGAAGTGTATCCAGTTGTCCCGCCGAAGGTTGAATATTCTCTGAC
CCCGCACGGAGAAAGCCTCATGCCTATTCTTGAAGCCATGTATGAGTGGGGGAAAGGCTATATGGAAT
TGATTGATATCGACAAAAATGTCATGAAAGAATCGTTGTAAGACGCTCTTCGCAAGGGTGTCTTTTTT
TGCCTTTTTTTCGGTTTTTGCGCGGTACACATAGTCATGTAAAGATTGTAAATTGCATTCAGCAATAA
AAAAAGATTAAATCTCAAAAAGGTGTTGACATTCAAAACAAAATATGGTATAATGCCCCCAAAATCGC
AAAAAAGTGTTGACAACTTAACTCAGATCTGGTATAATAGAAAAAGAAGGAGATATACATATGGAAAT
AACTTTTTACCCTTTAACGGATGCACAAAAACGAATTTGGTACACAGAAAAATTTTATCCTCACACGA
GCATTTCAAATCTTGCGGGGATTGGTAAGCTGGTTTCAGCTGATGCGATTGATTATGTGCTTGTTGAG
CAGGCGATTCAAGAGTTTATTCGCAGAAATGACGCCATGCGCCTTCGGTTGCGGCTAGATGAAAACGG
GGAGCCTGTTCAATATATTAGCGAGTATCGGCCTGTTGATATAAAACATACTGACACTACTGAAGATC
CGAATGCGATAGAGTTTATTTCACAATGGAGCCGGGAGGAAACGAAGAAACCTTTGCCGCTATACGAT
TGTGATTTGTTCCGTTTTTCCTTGTTCACCATAAAGGAAAATGAAGTGTGGTGGCCAATAAGGCCTT

Legenda: final da sequéncia expandida do gene hxIR com terminador rho-independente; promotor
TP2, RBS 2; inicio do gene srfAA; sitio de restricdo da Sfil.
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