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RESUMO

DIAS, F. M. S. Construcéo de linhagens de Pseudomonas putida capazes de produzir
compostos aromaticos por meio de vias metabolicas sintéticas. 2018. 62 p. Dissertacédo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2018.

Compostos aromaticos sao moléculas de grande importancia para a industria, produzidas,
naturalmente, por plantas e fungos. Algumas destas substancias, como o acido galico, chegam
a ter maltiplas aplicacdes terapéuticas, contudo, sua producéo atual possui limitacfes que vao
desde sua baixa concentragcdo nos organismos de origem até problemas de purificagéo,
dificultando ganhos de escala. Sabendo-se que bactérias do género Pseudomonas, tais como a
Pseudomonas putida, possuem em seu metabolismo rotas capazes de gerar intermediarios
para a sintese de compostos aromaticos a partir fontes renovaveis de carbono, tais como a
glicose e o glicerol, sua utilizacdo poderia aumentar a disponibilidade de tais produtos no
mercado. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi gerar linhagens de Pseudomonas capazes de
produzir compostos aromaticos de interesse industrial a partir de biomassa, aplicando técnicas
de Biologia de Sistemas e Engenharia Metabolica. Apos testar diferentes construcbes para a
expressdo de genes capazes de levar a producéo de acido protocatecuico e acido galico em P.
putida, foi possivel observar a producdo e liberacdo destas moléculas em uma linhagem
submetida a delecdo dos genes responsaveis pela degradacdo destas e em cujo plasmideo de
expressao foi adicionado um gene capaz de desregular a principal via metabolica necessaria
para a geracdo dos intermediarios necessarios, a via do acido chiquimico.

Palavras-chave: Acido galico, Biorrefinarias, Pseudomonas putida, Engenharia Metabdlica,
Biologia Sintética.



ABSTRACT

DIAS, F. M. S. Construction of Pseudomonas putida strains capable of producing
aromatic compounds by synthetic metabolic pathways. 2018. 62 p. Dissertation (Masters
thesis in Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2018.

Aromatic compounds are molecules of great importance to the industry, being naturally
produced by plants and fungi. Some of these substances, such as gallic acid, have multiple
therapeutic applications, however, their current production has limitations ranging from their
low concentration in the organisms of origin to downstream problems, making it difficult to
scale. Once bacteria of the genus Pseudomonas, such as Pseudomonas putida, have in their
metabolism routes capable of generating intermediates for the synthesis of aromatic
compounds from renewable carbon sources such as glucose and glycerol, their use could
increase the availability of such products on the market. Thus, the goal of this work was to
generate Pseudomonas strains capable of producing aromatic compounds of industrial interest
from biomass, applying techniques of Systems Biology and Metabolic Engineering. After
testing different constructs for the expression of genes capable of producing protocatecuic and
gallic acids in P. putida, it was possible to observe the production and release of both
compounds by a strain with deletions of genes related to their degradation and transformed
with a construction which had an extra gene responsible for deregulating the major metabolic
pathway required to generate the necessary intermediates, the shikimate pathway.

Keywords: Gallic acid, Biorefineries, Pseudomonas putida, Metabolic Engineering, Synthetic
Biology.
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1 INTRODUCAO

Compostos aromaticos sdo, em sua maioria, constituidos por moléculas organicas
contendo um anel benzeno em suas estruturas, o qual é um grupo funcional ciclico muito
estavel formado por seis 4&tomos de carbono. O principio por trds dessa estabilidade foi
elucidado em 1865 por August Kekulé, que entendeu a alternéncia de ligacbes duplas e
simples no benzeno, de acordo com revisdes sobre a sua obra (ROCKE, 1988). Tal
propriedade faz com que compostos aromaticos com diferentes niveis de complexidade
estrutural estejam presentes entre os quimicos finos, os quais sdo caracterizados como
compostos de alto valor agregado devido a propriedades especiais, tais como atividades
terapéuticas e antioxidantes, o que permite sua aplicacdo em segmentos importantes como o

farmacéutico e o agroquimico (MYERS, 2007).

Atualmente, cerca de 60 % da producdo mundial de aroméaticos vem de unidades de
reforma ou cragueamento catalitico do nafta obtido em refinarias de petroleo para produzir
benzeno, tolueno e p-xileno (BTX) (SANDERS et al., 2008). Apesar destes compostos serem
0s precursores basicos de muitas moléculas aromaticas, eles sdo usados, principalmente, para
a obtencéo de gasolina de alta octanagem, criando uma condic¢do que submete os valores do
BTX as variacbes dos precos globais da gasolina. O benzeno é o bloco de construcdo mais
importante usado para produzir aromaticos finos, sendo alquilado com propileno para formar
cumeno, uma molécula que é entdo oxidada para gerar acetona e fenol, um benzeno
hidroxilado a partir do qual a maioria dos produtos quimicos arométicos € feita.
Alternativamente, a oxidagdo parcial do tolueno em benzoato e a sua descarboxilacdo também
produz fenol como produto (EUGENE et al., 2004). Contudo, publicacdes recentes
demonstraram que a geracdo de BTX a partir de fontes petroguimicas possui limitacbes que
colocam em risco o fornecimento de seus derivados. A substituicdo crescente de nafta por gas
de xisto para obter etano, por exemplo, reduziu a importancia das unidades de reforma ou
cragueamento catalitico, embora a demanda por aromaticos tenha aumentado
significativamente nos Gltimos anos (STEVENS, 2017). Paralelamente a estes problemas, a
substituicdo de petrdleo por fontes renovaveis também é uma preocupacgdo urgente em muitos
paises devido a escassez de novas reservas e as consequéncias ambientais do seu consumo,
como o aquecimento global (STOCKER, 2014). Para enfrentar isso, 0 consumo de biomassa
como matéria-prima tornou-se um grande alvo para a inddstria quimica, embora a escassez de

terras agricolas e a concorréncia com as industrias de alimentos e de biocombustiveis tenham



14

imposto restri¢des ao desenvolvimento desta estrategia (GOMEZ et al., 2014). Neste contexto,
paises agricolas com uma lideranga bem estabelecida, tais como o Brasil e os Estados Unidos,
investiram milhGes para expandir sua industria de biocombustiveis usando residuos organicos
como matéria-prima, resultando nos chamados biocombustiveis de segunda geracdo (LIDON
et al., 2016), uma estratégia que vem sendo recentemente considerada para a producdo de
compostos aromaticos finos, tais como os compostos fendlicos (BECER; ISIKGOR, 2015).
No entanto, 0s processos termoquimicos atuais utilizados para converter residuos de biomassa
em produtos quimicos sdo altamente caros devido a alta recalcitrancia do material
lignoceluldsico presente, exigindo novas tecnologias capazes de torna-los mais viaveis
(CARPITA; MCCANN, 2015).

Uma solucdo promissora para este problema € o desenvolvimento de bioprocessos onde os
microrganismos consomem fontes simples de biomassa para produzir as moléculas desejadas.
Além desses organismos serem capazes de consumir diferentes fontes de nutrientes, eles
também podem tornar-se capazes de produzir metabdlitos aromaticos em condicBes
ambientais apds a aplicacdo de técnicas simples de manipulacdo genética (CHAKRABORTY
et al.,, 2016). Para uma melhor compreensdo do estado da arte sobre como a producéo
microbiana de compostos aromaticos finos pode superar os problemas atuais enfrentados
pelos métodos tradicionais de extracdo a partir de biomassa, publicamos recentemente uma
reviséo sobre o assunto (DIAS; GOMEZ; SILVA, 2017).

1.1 ACIDO GALICO COMO PLATAFORMA PARA O TRATAMENTO DE MULTIPLAS
DOENCAS

O acido gélico, ou &cido 3,4,5-trihidroxibenzoico (FIGURA 1), é um composto
trifendlico de baixo peso molecular, com um grande poder antioxidante (BADHANI;
KAKKAR; SHARMA, 2015).



15

COOH

HO OH
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Figura 1 - Estrutura molecular do acido gélico
Fonte: (INDIAMART, 2017).

Encontra-se presente em plantas, principalmente na forma de taninos hidrolisaveis, 0s

quais sdo compostos polifendlicos consideravelmente toxicos, cuja principal fungdo na
natureza é afastar herbivoros, além de evitar o ataque de fungos e bactérias (ZEIGER; TAIZ,
2009).
Seu poder antioxidante e antimicrobiano faz com que seja um bom aditivo em alimentos e
cosmeéticos, pois evita a degradacdo quimica e biolégica. Contudo, o0 que vem chamando mais
a atencdo sobre esse composto é sua multipla atuacdo no combate e prevencdo de uma série
de doencgas, agindo também como antitumoral, anti-inflamatério e antialérgico, além de
também ser potencialmente neuroprotetor e hepatoprotetor (BADHANI; KAKKAR;
SHARMA, 2015). Recentemente, estudos mostraram que a combinacgdo de &cido galico com
antibidticos pode fazer com que bactérias resistentes tenham sua tolerancia reduzida, abrindo
portas para novas opcdes de tratamento (KOSURU et al., 2018). A resisténcia a antibidticos
tem sido uma das maiores preocupacfes apontadas pela Organizacdo Mundial da Saude para
0s proximos anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014), o que coloca o acido galico
em posic¢éo de destaque dentre as recentes descobertas.

Sua producdo em escala industrial ocorre por meio da hidrélise dos taninos presentes em
folhas, cascas, legumes, sementes e galhas de arvores que produzem tais compostos, tal como
a sumagre (Rhus coriaria). Para isso, sdo utilizados fungos filamentosos produtores de tanase,
enzima responsavel pela hidrolise dos taninos em acido galico (AGUILAR et al., 2015), ou
somente a enzima é adicionada ao processo (WAGH, 2010). Devido ao grande namero de
etapas, a especificidade dos recursos vegetais e as dificuldades encontradas tanto no cultivo
de fungos filamentosos como na obtencéo de tanases, esse processo tende a ser muito custoso,

alcancando baixas performances (WAGH, 2010). A utilizacdo de legumes de tara (Cesalpinia
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spinosa) como fonte de taninos, por exemplo, é capaz de gerar os melhores resultados para a
obtencéo de &cido gélico, chegando a uma titulagdo de 16,56 g/L (WAGH, 2010).

Tradicionalmente, sabe-se que o acido galico é formado bioguimicamente nas plantas a
partir da rota do acido chiquimico por uma desidrogenacdo de 3-hidroxichiquimato (DHS)
(DANDEKAR et al., 2011). Porém, sabendo-se que essa via esta presente em diversos
microrganismos e com a descoberta de que o acido galico também pode ser gerado a partir de
vias de degradacdo de aromaticos por fungos e bactérias (AVERESCH; KROMER, 2014;
DRATHS et al., 2000; FUKUDA, 2010; KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND
GENOMES, 2017; MCKENNA et al., 2014) a possibilidade de integragéo entre tais vias
permite a construcdo de rotas alternativas de biossintese (FIGURA 2).
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Figura 2 - Possiveis rotas metabdlicas que poderiam ser inseridas em P. putida para a producao de 4cido

galico (GA) a partir da via do &cido chiquimico. Todas as rotas passam pela producéo do acido protocatecuico

(PCA) como intermedidrio, com a diferenca de que a Rota 1 considera a conversdo de 3-dehidrochiquimato

(DHS) a PCA e as outras envolvem a conversédo de corismato (CHO) ou em 4-hidroxibenzoato (4HB) ou em 3-

hidroxibenzoato (3HB), seguido pela conversdo destes compostos em PCA. E4P: eritrose-4-fosfato; PEP:

fosfoenolpiruvato; DAHP: D-arabino-heptulosonato7-fosfato; SHIK: chiquimato. O nimero de setas

corresponde ao nimero de reacBes necessarias para a conversao.

Fonte: Autoria prépria.

Experimentos com Escherichia coli, por exemplo, obtiveram um rendimento de 12 % (g/g)

na producéo de acido galico a partir de glicose (o rendimento maximo teorico € igual a 43 %)
e uma titulacdo de 20 g/L (DRATHS; FROST; KAMBOURAKIS, 2000), valor superior ao

visto na producdo da molécula a partir de taninos extraidos de C. spinosa. Isso torna o

processo mais vantajoso sob o ponto de vista de purificagdo e isolamento do composto,

podendo reduzir custos.
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Outra vantagem é o fato de que muitos dos compostos aromaticos intermediarios também
possuem aplicagcdes industriais. O &cido 4-hidroxibenzéico (4HBA), por exemplo, ja teve
acOes antioxidantes, antimicrobianas, antimutagénicas e estrogénicas descritas na literatura
(AKASH et al., 2013; FERREIRA et al., 2015), enquanto que o acido protocatecuico (PCA),
além de antioxidante e antimicrobiano também possui propriedades neuroprotetoras
(CHATTIPAKORN et al., 2015; FERREIRA et al., 2015).

1.2 ESPECIES DO GENERO PSEUDOMONAS COMO LINHAGENS PARA A
PRODUCAO DE COMPOSTOS AROMATICOS

A conversdo de biomassa vegetal em moléculas de maior valor agregado por meio de
processos biotecnoldgicos vem se desenvolvendo a um ritmo bastante intenso nos ultimos
anos, impulsionada pelo desejo de se estabelecer uma indudstria quimica com baixos impactos
ambientais (LOPES, 2015). Ainda assim, ao entendermos o microrganismo ndo somente
como um componente necessario para a catalise de reacdes dentro de um processo produtivo,
mas como um organismo Vivo, cujas regras biolégicas envolvem, basicamente, a otimizacdo
dos recursos disponiveis para sua sobrevivéncia e reproducdo, uma série de limitacdes a sua
aplicacdo industrial acabam se impondo, podendo resultar em baixas taxas de crescimento,
produtividade ou rendimento. Como exemplo, podemos citar necessidades nutricionais
especificas que encarecem o meio de cultura utilizado para seu cultivo ou mecanismos de
regulacdo do metabolismo que acabam drenando intermediarios da via de sintese de um dado
bioproduto (MATTANOVICH et al., 2014).

No caso da producdo de compostos aromaticos, dadas as limitacdes ja discutidas sobre o
cultivo de células vegetais e fungos filamentosos, a construcdo de linhagens bacterianas
capazes de produzir tais substancias torna-se uma boa opcdo, devido a sua versatilidade
metabolica e facil domesticacdo por meio de manipulacbes genéticas. Desse modo, 0s
principais fatores criticos de sucesso para a producdo de tais compostos tornam-se apenas a
capacidade de crescimento em meios com alta concentracdo de aromaticos e um metabolismo
rico em vias metabdlicas capazes de gerar intermediarios fenolicos (DEBABOV, 2015; KIM;
LEE, 2015).

Um género que relne todos esses critérios € o das Pseudomonas, com destaque para a

Pseudomonas putida, uma espécie bacteriana ambiental saprofitica, flagelada, aerdbica e
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Gram-negativa, capaz de crescer em ambientes ricos em compostos aromaticos inibitérios.
Isso é possivel devido a um metabolismo Unico composto por vias primérias produtoras de
cofatores de alto poder redutor, como o NADPH, e vias secundarias capazes de consumir
compostos aromaticos normalmente toxicos a outros organismos como fonte de carbono
(BARBE et al., 2016; CHAVARRIA et al., 2016; LOESCHCKE; THIES, 2015). Além dessa
vantagem, a P. putida possui em seu metabolismo a via do acido chiquimico, responsavel pela
producdo de aminoacidos aromaticos e compostos derivados, tais como os fenilpropanoides,
sendo uma fonte de intermediarios importantes para a sintese de moléculas aromaticas de
interesse industrial. Outros beneficios relacionados a essa bactéria envolvem o réapido
crescimento em meios com caréncia em nutrientes, ciclo de vida sem esporulagéo, auséncia de
mecanismos de acdo patogénica e alta disponibilidade de ferramentas moleculares disponiveis
para manipulacio genética, uma vez que ja possui seu genoma sequenciado (CHAVARRIA et
al., 2016; LOESCHCKE; THIES, 2015).

Sob o ponto de vista de consumo de fontes mais sustentaveis de carbono, a P. putida é
capaz de consumir de forma bastante eficiente o glicerol bruto oriundo de reacGes de
esterificacdo na producdo de biodiesel (GAO et al., 2014; GONI-MORENO et al., 2015),
substancia considerada um residuo industrial. Nesses experimentos foi observado que ela é
capaz de crescer mais quando glicerol bruto é adicionado como Unica fonte de carbono em
bateladas alimentadas (59,9 £ 2,1 g/L de massa seca, com fator de conversdo substrato a
célula, Yxs, igual a 58,8 + 0,6 Cmol%), em comparagao ao crescimento obtido na presenga de
glicerol puro (43.7 £ 0,9 g/L de massa seca, com Yy igual a 54,8 £ 0,5 Cmol%). Quando o
mesmo procedimento foi realizado com E. coli, o crescimento em ambos 0s casos foi muito
préximo, ainda que o Yys em glicerol bruto tenha sido mais baixo (32,8 £ 2,1 g/L de massa
seca, com Yys igual a 45,8 = 0,9 Cmol% em glicerol puro e 30,9 + 0,7 g/L de massa seca,
com Yy igual a 42,0 £ 0,6 Cmol% em glicerol bruto).

Ao mesmo tempo, a fisiologia resistente a compostos aromaticos inibitérios também faz
com que a P. putida seja indicada para o consumo de acgucares presentes em hidrolisados de
materiais lignocelul6sicos (CHAVARRIA et al., 2016). Apesar de ndo ser capaz de consumir
naturalmente pentoses como a xilose, agUcar presente em grandes quantidades em
hidrolisados de bagago-de-cana, cientistas conseguiram desenvolver a via de consumo desses
acucares em P. putida por meio de ferramentas moleculares (RUIJSSENAARS; MEIJNEN;
WINDE, 2009) e experimentos com essas linhagens demonstraram uma alta eficiéncia na
producdo de compostos de interesse a partir do consumo combinado de xilose e glicerol
(BRIEDJLAL et al., 2011).
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Tudo isso demonstra o grande valor de P. putida para a producdo de compostos
aromaticos, contribuindo para a maior disponibilidade dessas substancias no mercado. Porém,
para se alcancar esse patamar, rodadas de modificagdes genéticas e avaliagbes de performance
devem ocorrer, promovendo saltos de qualidade na linhagem bacteriana utilizada, de forma a

torné-la apta a bioprocessos de escala industrial.

1.3 BIOLOGIA DE SISTEMAS E ENGENHARIA METABOLICA

A Biologia de Sistemas se vale dos recentes avancos das chamadas ciéncias “Omicas”,
para mapear todas as substancias envolvidas em um bioprocesso de interesse, tal como a
producdo de compostos aromaticos por células microbianas. Dados como 0 genoma, 0
transcriptoma, o proteoma, o metaboloma e o fluxoma se integram para formar uma rede de
informacdes a respeito das vias e dos fluxos envolvidos no bioprocesso, revolucionando a
forma como alteragbes genéticas podem ser conduzidas em um determinado organismo
(CHEN et al., 2014; LEE; KIM, 2015). Essa mudanca de paradigma fez com que a alteracéo
de apenas um gene pela Engenharia Genética se transformasse na alteracdo de uma série de
genes conectados por redes metabdlicas, inaugurando, assim, a Engenharia Metabdlica (KIM
et al., 2008; LEE; KIM, 2015). Como resultado, a Biologia de Sistemas acoplada a
Engenharia Metabdlica tornou-se uma ferramenta muito importante para o desenvolvimento
de bioprocessos nos ultimos anos. Integrando essas abordagens, € possivel definir um modelo
com trés rodadas de experimentos para a criagdo e melhoramento de linhagens industriais
(FIGURA 3).
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Figura 3 - Rodadas de experimentos necessarias para o desenvolvimento de um bioprocesso. a) Primeira
rodada: Construcdo da linhagem-base produtora do composto de interesse; b) Segunda rodada: Analise do
metabolismo global da célula e seus sistemas de regulacdo; c) Terceira rodada: Aplicacdo industrial da linhagem
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Fonte: Modificado de KIM et al. (2008).
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Na primeira rodada, o produto final e 0 organismo responsavel por sua producdo sao
definidos, havendo selecdo de linhagens com maior toleréncia a altas concentragdes do
bioproduto e sua transformacdo com plasmideos construidos a partir de uma andlise inicial da
fisiologia global da célula e das vias metabdlicas necessarias ao bioprocesso. O objetivo dessa
primeira fase é gerar uma linhagem-base produtora da molécula de interesse que sera estudada
com mais profundidade na proxima rodada de experimentos, em que 0 mapeamento génico da
bactéria contribuird para uma visdo sisttémica do entendimento do bioprocesso envolvido e
dos fatores que o regulam. Esses dados levardo ao estabelecimento de linhagens capazes de
produzir ainda mais, de forma a utiliza-las em uma terceira rodada de experimentos, em que
elas serdo submetidas as condi¢des de producéo industrial. Essa fase gera novos dados sobre 0
bioprocesso, conduzindo a novas transformacdes que fecham o ciclo de experimentacdes
(KIM et al., 2008; LEE; KIM, 2015).
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho consiste em gerar linhagens de Pseudomonas putida
capazes de produzir compostos aromaticos de interesse industrial a partir de fontes baratas de
carbono, aplicando técnicas de Biologia de Sistemas e Engenharia Metabolica. Para isso,
optou-se como foco principal a produgdo do composto aromatico &cido galico a partir de
glicerol em P. putida KT2440, de forma a se testar essa conversdo como uma prova de
conceito. Assim, a partir do objetivo proposto foram adotados os seguintes objetivos

secundarios:

1) Selecdo da melhor via metabdlica sintética a ser utilizada para a producdo de acido
galico em P. putida, por meio de andlises in silico;

2) Definicao, isolamento e modificacdo dos genes heterdlogos que serdo expressos em
P. putida para que a via seja inserida em seu metabolismo;

3) Construcdo do plasmideo de expresséo contendo os genes selecionados;

4) Delecdo de genes responsaveis pela degradacdo de acido galico e intermediarios
gerados pela via sintética escolhida;

6) Producdo do acido galico a partir de glicerol em ensaios realizados em agitador
automatico, utilizando-se a linhagem mutante transformada com o plasmideo de expressao

construido.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS UTILIZADAS E MEIOS DE CULTURA

A partir de estudos conduzidos por Goiii-Moreno et al. (2015), soube-se que o0 consumo de
glicerol na P. putida KT2440 ¢ regulado por um fator de transcricdo chamado glpR, o qual é
expresso constitutivamente, inibindo a expressao dos genes necessarios para o transporte e

conversdo de glicerol livre em intermediarios do metabolismo central da bactéria (FIGURA 4).
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Figura 4 - Sistema de regulacdo dos genes relacionados ao consumo de glicerol em P. putida KT2440
Fonte: (GONI-MORENO et al., 2015).

Assim, quando essa linhagem cresce em meio contendo glicerol como Unica fonte de
carbono, sua fase lag tende a ser extensa, pois leva certo tempo até que aparecam as primeiras
células com mutacGes espontaneas capazes de reverter tal inibicdo. Dessa forma, durante todo
o0 estudo foi utilizada a linhagem mutante P. putida KT2440 AglpR, gentilmente cedida pelo

Prof. Dr. Pablo Ivan Nikel, um dos colaboradores do estudo citado.
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Além disso, utilizou-se a linhagem de E. coli K12 MG1655, disponivel em nosso
laboratério, tanto para o isolamento do gene aroG, como para a validacdo de um dos
plasmideos de expressdo em ensaio no agitador automatico. Algumas clonagens foram
realizadas em E. coli DH10B e E. coli S17 X pir, sendo essa Ultima utilizada nos processos de
conjugacao necessarios para a delegdo génica.

Para o crescimento das linhagens foi utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB),
rico em nutrientes, contendo a seguinte composicao (g/L): triptona (10), extrato de levedura
(5), NaCl (5) e agar (20), sendo o ultimo adicionado somente em meio sélido. Além disso,
Meio Mineral liquido (MM) foi utilizado para o ensaio de crescimento em glicerol bruto e
para os ensaios de producdo de &cido galico, tendo a seguinte composi¢do (g/L): NazHPO4
(3,5), KH2PO4 (1,5), (NH4)2S04 (1), MgS04.7H20 (1), CaCl2.2H.0 (1), citrato de ferro (l11)
amoniacal (1) e solucdo de elementos-traco (1ml/L). Tal solu¢do contém a seguinte
composic¢do (g/L): H3BO3 (0,30) CoCl,.6H-0 (0,20), ZnS04.7H20 (0,10), MnCl,.4H20 (0,03),
NaMo004.2H0 (0,03), NiCl2.6H>0 (0,02) e CuSO4.5H,0 (0,01), sendo adaptada de Ramsey
et al. (1990). No MM, glicerol bruto ou puro foram adicionados na concentracdo de 10 g/L.
Para a preparacdo do meio Agar Cetrimide (s6lido), foi adicionado 46,7 g/L de &gar cetrimide
em uma solugéo com 10% (volume/volume) de glicerol.

Além disso, carbenicilina era adicionada ao meio quando a bactéria continha o
plasmideo pEX18 (concentracédo final de 200 pg/mL para P. putida e 150 pug/mL para E. coli)
e gentamicina era adicionada quando a bactéria continha o plasmideo pJN105 (concentracédo

final de 10 pg/mL para P. putida e 40 pg/mL para E. coli).

3.2 ANALISE IN SILICO

Com base na literatura e em uma extensa busca na base de dados Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND GENOMES, 2017),
foram identificadas trés rotas das quais o acido galico poderia ser produzido a partir da via do
acido chiquimico em P. putida com o auxilio da expressdo de genes heterdlogos (FIGURA 2).
Adotando-se a premissa de que a producdo de acido galico ocorre sem haver crescimento,
uma vez que a via do &cido chiquimico consome precursores utilizados na producdo de
biomassa (E4P e PEP), todas as 50 reagdes quimicas necessarias para a conversdo de glicerol

em acido galico e manutencgéo da respiracao celular foram mapeadas, tomando como base os


http://en.wikipedia.org/wiki/Tryptone
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estudos conduzidos por Chavarria et al. (2015) e Gofi-Moreno et al. (2015) sobre o
metabolismo da P. putida KT2440 e incluindo as 3 rotas sintéticas mapeadas (APENDICE A).
Em seguida, esses dados foram submetidos a uma analise in silico no programa Metatool, de
forma a se obter todos 0os modos elementares possiveis, ou seja, 0s conjuntos minimos de
reacOes capazes de levar a conversdo desejada sem que haja redundancia (MONTEIRO et al.,
1999; SRIENC; TRINH; WLASCHIN, 2009) (FIGURA 5).

Figura 5 - Esquema geral sobre a defini¢do de diferentes modos elementares (ME) a partir de um

conjunto de reacdes. As setas vermelhas representam o conjunto de reagdes que caracterizam um ME.
Fonte: Adaptado de SRIENC; TRINH; WLASCHIN (2009).

Por altimo, os modos elementares de maior rendimento (mol/mol) foram identificados,
permitindo a definicdo de quais rotas metabdlicas sintéticas deveriam ser incluidas no
metabolismo da P. putida KT2440 com o auxilio de plasmideos de expressdo. As vantagens
de se utilizar uma analise como essa é a de se considerar ndo s6 a estequiometria das
principais reagdes envolvidas na transformacdo desejada, mas também o equilibrio de

cofatores necessarios, dado o conjunto de vias metabdlicas que a célula possui.

3.3 PLASMIDEOS DE EXPRESSAO

Sabendo-se que a conversdo de DHS a PCA é feita em Acinetobacter baumannii pela

enzima 3-dehidrochiquimato desidratase (QuiC), com desempenho superior as versdes
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ortélogas de outros organismos (BUI et al., 2014), e que a conversdo de PCA a &cido géalico
pode ser feita por uma versdo mutante (Tir385 -> Fen) da enzima p-hidroxibenzoato
hidroxilase (PobA*) de Pseudomonas aeruginosa (DRATHS et al., 2000), tais genes foram
amplificados a partir do DNA genémico destas linhagens, por meio da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) (ERLICH et al., 1988). No caso do gene quiC foi desenhado um
iniciador da cadeia lider contendo um sitio de ligagdo ribossémica (RBS) conservado de
Pseudomonas, utilizado em vetores construidos por Aparicio et al. (2012), além do sitio de
restricdo EcoRI, e um iniciador da cadeia reversa contendo um sitio de restricdo Smal
(APENDICE B). A amplificagio foi feita a partir do genoma extraido de colénias de A.
baumannii ATCC 19606, gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Silva Costa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP). Para o isolamento do gene pobA* foi
utilizado um iniciador da cadeia lider contendo o mesmo RBS, o sitio de restricdo Smal e um
iniciador da cadeia reversa contendo a troca de nucleotideos (T -> A) que levaria a mutacdo
desejada, além do sitio de restricido Bcul (APENDICE B). A amplificacdo foi feita a partir do
genoma extraido de amostras liofilizadas de P. aeruginosa ATCC 9027, disponiveis no
laboratdrio. Assim, ambos os genes foram amplificados e purificados para depois serem
submetidos as enzimas de restri¢do correspondentes FastDigest (Thermo Fischer) e ligados no
vetor de expressdo pJN105 com o auxilio da enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher),
iniciando-se com a insercdo do gene quiC e, em seguida, do gene pobA*, para formar o
plasmideo JQP (FIGURA 6).
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Figura 6 - Plasmideos de expressédo JQP (A) e JAQP (B). Em destaque os bragcos de homologia construidos
para a clonagem do gene aroG4 no plasmideo JQP (H1, em azul claro e H2, em azul escuro).

Fonte: Autoria prépria.

O vetor pJN105 contém um promotor induzivel por L-arabinose, o qual é ideal para a
expressao controlada de genes em Pseudomonas, uma vez que testes realizados em nosso
laboratério demonstraram que vetores com promotores induziveis por IPTG comportam-se
como vetores de expressdo constitutiva em espécies desse género. Como se espera que a
producdo de &cido galico interrompa o crescimento das células, por consumir precursores de
biomassa, a utilizacdo de um sistema de expressdo controlada torna-se essencial.

Devido ao fato de que a rota sintética necessita da via do acido chiquimico e que a
primeira reacdo desta via, a condensacdo de E4P e PEP em DAHP, é catalisada pela enzima
fosfo-2-dehidro-3-desoxiheptonato aldolase (AroG), a qual € inibida por fenilalanina, foi
necessario clonar no plasmideo JQP uma versdo mutante deste gene, chamada de aroG4
(Pro150 -> Leu) insensivel a inibicio (DOROSHENKO et al., 2010). Contudo, como a
mutacdo ocorre no meio do gene, ndo seria possivel utilizar a mesma técnica feita para a
obtengdo do pobA*. Assim, foi aplicada a técnica de clonagem independente de ligase de um
passo (SLIC), na qual o gene aroG de E. coli K12 MG1655 foi isolado na forma de dois

fragmentos, utilizando, com isso, quatro iniciadores com extremidades homédlogas que
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permitiam o anelamento entre os fragmentos amplificados por PCR e o vetor digerido com a
enzima EcoRlI, ap6s submeter os trés fragmentos & acdo exonucleolitica 3’-5’ da enzima T4
DNA Polymerase (NEB) (JEONG et al.). O resultado deste anelamento foi introduzido em E.
coli DH10B por choque térmico e o préprio sistema de reparo da bactéria realizou as ligacoes
covalentes necessarias para unir todos os fragmentos em um plasmideo final. Assim,
desenhando tanto o iniciador da cadeia reversa do primeiro fragmento do aroG, como o
iniciador da cadeia lider do segundo fragmento, ambos com a mutacdo pontual (C -> T), foi
possivel clonar o gene em sua versdo mutada no plasmideo JQP, resultando na versdo JAQP
(FIGURA 6).

Todos os genes foram isolados por PCR, utilizando-se as enzimas de alta fidelidade
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) ou Q5® High-Fidelity DNA Polymerase
(NEB). Além de testes de PCR serem conduzidos para a verificacdo da clonagem de cada um
dos genes, utilizando-se o kit GoTaqg® Green Master Mix (Promega), o sequenciamento de
todo o operon foi realizado para validar se as mutagdes desejadas foram feitas corretamente e
se mutacOes indesejadas ndo haviam sido incorporadas. Para isso, amostras contendo o
plasmideo JAQP junto a iniciadores especificos foram enviadas ao Centro de Pesquisa Sobre
0 Genoma Humano e Células-Tronco da USP, onde foram sequenciados pelo método de
Coulson e Sanger (1975). Tal técnica utiliza o ABI 3730 DNA Analyser, um sistema de anélise
de DNA de 48 capilares. As reacfes de sequenciamento sdo feitas utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit e as corridas sdo feitas em capilares de 36¢cm utilizando
0 polimero POP7. Em seguida, as sequéncias sdo analisadas pelo software Sequencing
Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller KB. Para consultar os iniciadores utilizados veja o
APENDICE B.

3.4 EDICAO GENOMICA

Um dos fatores que caracteriza a P. putida como uma espécie capaz de crescer na presenca
de compostos inibitorios como o acido galico € justamente sua capacidade de degradar tais
compostos. No caso, a P. putida KT2440 ¢ dotada de operons relacionados a genes que
codificam enzimas responsaveis pela degradacdo tanto do &cido galico (galA) como do
intermediario PCA (pcaHG) (CANALES et al.,, 2011; KYOTO ENCYCLOPEDIA OF


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=600533
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601943
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GENES AND GENOMES, 2017; THE PSEUDOMONAS GENOMA DATABASE, 2017)
(FIGURA 7).
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Figura 7 - Organizacéo geral dos operons galTAP (A) e pcaHG (B) em P. putida. Em destaque estéo os
bracos de homologia para ambas as delecdes (barras azuis) e as posi¢des dos iniciadores utilizados para a
validagdo das dele¢gbes em PCR (em roxo).

Fonte: Autoria prépria.

No caso do operon galTAP, a enzima GalA (acido galico dioxigenase) é responsavel pela
primeira etapa da rota de degradacdo de acido géalico, a qual prossegue com o auxilio de genes
gue se encontram em outro operon. J& 0 gene galT codifica para um transportador de acido
galico na membrana interna da célula, enquanto que o gene galP codifica para uma porina, a
qual esta presente na membrana externa. Este operon é regulado pelo fator de transcricdo
codificado pelo gene galR, o qual aumenta sua expressdo com 0 aumento na concentracao de
acido galico no meio (CANALES et al., 2011). Ja o operon pcaHG codifica para as duas
subunidades da enzima protocatecuato 3,4-dioxigenase.

Assim, a técnica de delecdo por recombinacdo homdloga com o auxilio do vetor pEX-18
foi adotada, protocolo que consiste em adicionar ao vetor um template de recombinacéo
formado pela juncéo das duas sequéncias que flanqueiam as regides a seres deletadas (bracos
de homologia de aproximadamente 1000 pb) (BORLEE et al., 2015) (FIGURA 8).
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Figura 8 - Construcdes para a delecéo das sequéncias galTAPR (A) e pcaHG (B). As barras H1 e H2
referem-se aos bragos de homologia que formam os templates de recombinagé&o.

Fonte: Autoria prépria.

Uma vez que os genes galR, galT e galP apresentam homologia com outras regides do
genoma de P. putida (THE PSEUDOMONAS GENOMA DATABASE, 2017), os bragos de
homologia foram definidos de forma a delimitar a regido a ser deletada desde o gene galR ao
gene galT. Tal protocolo foi utilizado para, inicialmente, remover a sequéncia galTAPR. Uma
vez que esse mutante foi obtido, uma segunda rodada foi feita com o objetivo de se deletar o
operon pcaHG, resultando em uma linhagem denominada Gall (Pseudomonas putida
KT2440 AglpR AgalTAPR ApcaHG).

No inicio do procedimento a técnica do SLIC é utilizada para a obtencdo da construcao
gue contém o template de recombinacdo e o plasmideo resultante é inserido por
eletrotransformacdo em uma E. coli S17 A pir, a qual é capaz de transferi-la por conjugagéo
para a P. putida em agar contendo meio rico LB. A conjugacdo facilita a inser¢do do vetor
pela recombinacdo homologa de um dos bracos de homologia no genoma, conferindo a P.
putida a resisténcia ao antibidtico carbenicilina. Como o vetor possui uma origem de
replicacdo que ndo é reconhecida pelo sistema de replicacdo de Pseudomonas, ao semear 0
resultado da conjugagdo em meio seletivo, tal como o meio Agar Cetrimide contendo
carbenicilina, somente formam coldnias as células que tiveram o vetor inserido em seus

genomas. Ao mesmo tempo, pela caracteristica do préprio meio, somente as células de P.
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putida serdo capazes de formar colbnias. Estas sdo escolhidas aleatoriamente para validagdo
por PCR, devendo apresentar no gel de agarose a mesma banda presente na amplificacdo da
construcdo com o template, utilizando-se o iniciador da cadeia lider construido para a
amplificacdo do primeiro braco de homologia e o iniciador da cadeia reversa construido para
a amplificacdo do segundo brago de homologia.

Ao final, quatro coldnias com a primeira recombinacdo validada por PCR s&o inoculadas,
individualmente, em tubos de ensaio contendo meio rico sem antibidtico para que a
recombinacdo ocorra novamente no outro braco de homologia, removendo, com isso, 0 vetor
junto a regido de interesse. Apds 12h de cultivo, as culturas sdo diluidas 100.000 vezes e
entdo semeadas em meio LB contendo 15% de sacarose (massa/volume), de modo que as
células que ainda possuem o vetor morrem por acdo do gene sacB, o qual converte a sacarose
em um composto toxico ao organismo.

As colbnias que crescem no meio passam por uma nova validagdo por PCR, de forma a se
avaliar se deixaram de apresentar a banda presente na amplificagdo do genoma da linhagem
selvagem. Para a validacdo da delecdo da sequéncia galTAPR, foram utilizados iniciadores
internos (FIGURA 7), uma vez que a regido deletada era muito grande. Dessa forma, col6nias
mutantes ndo deveriam apresentar a banda formada pela amplificacdo com esses iniciadores.
Jd no caso dos mutantes ApcaHG, foram utilizados iniciadores externos aos bracos
homologos (FIGURA 7), de forma a se obter bandas de tamanho reduzido em comparacéo
com a linhagem selvagem.

Além dos testes de PCR conduzidos para a verificacdo das deleces, utilizando-se o Kit
GoTaq® Green Master Mix (Promega), iniciadores externos aos bragos homdlogos de cada
regido deletada foram desenvolvidos para que os amplicons resultantes das amplificagdes
feitas com a enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) fossem submetidos a
sequenciamento no Centro de Pesquisa Sobre 0 Genoma Humano e Células-Tronco da USP.

Para consultar os iniciadores utilizados veja o APENDICE B.

3.5 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM GLICEROL BRUTO

Para avaliar se as dele¢fes génicas poderiam afetar o crescimento da bacteria, foi
comparado o crescimento da linhagem Gall em glicerol bruto e glicerol puro, de forma a se

observar se os resultados obtidos mantinham o padréo previamente descrito na literatura para
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P. putida. Para isso, uma coldnia de Gall foi pré-inoculada em meio LB por 12h e, depois,
inoculada em MM contendo 10 g/L de glicerol bruto ou puro como Unicas fontes de carbono,
ajustando a densidade optica (DOeoo) inicial para 0,1. Em seguida, triplicatas de 700 uL
correspondentes a cada cultura foram distribuidas em uma placa de 24 pocos e esta foi levada
a um leitor de placas Synergy H1 (Biotek, VE, USA) que realizou leituras de DOeoo a cada
15min por 44h a 30°C.

3.6 ENSAIOS DE PRODUCAO

Em um primeiro momento foi feito um ensaio de producdo de 72 h em agitador
automatico comparando a P. putida KT2440 AglpR, referenciada aqui como a linhagem
selvagem (S). Nesse ensaio a linhagem foi transformada com o plasmideo JQP e comparada
com a mesma linhagem transformada com o plasmideo vazio (JO) como controle. O objetivo
era avaliar se a presenca do gene aroG4 no plasmideo e se as dele¢bes génicas seriam
dispensaveis para a producdo de GA. Ambas as linhagens foram cultivadas em triplicata em
meio mineral contendo 10 g/L de glicerol puro a 30°C, com rotacdo a 150 rpm, a partir de
uma densidade 6ptica (DO) inicial igual a 0,1. Apds atingirem uma DO igual a 0,7, as culturas
foram induzidas com L-arabinose, de forma a se manter uma concentracdo final do indutor
igual a 0,2 % (massa/volume). Amostras foram retiradas apos o inéculo, apés a indugdo, 1h
apos a inducdo 2 h apds a inducédo e, em seguida, somente apds 24 h, 36 h, 48 h e 72 h ap6s o
indculo. Foram medidas: DO, massa seca, pH e concentracdo de glicerol, GA e PCA no meio
de cultura. Para isso, o sobrenadante das amostras foi analisado em cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), utilizando-se o equipamento Dionex modelo Ultimate 3000, coluna
Aminex HPX 87 H ,temperatura 40°C, fase mével 0,5 mL/min com 0,005 mM de H2SO4 e
detector Dionex UV 280 nm no caso do glicerol e coluna Dionex Acclaim OA (Organic Acids)
5um, 120 A, 4.0 X 250 mm, temperatura 30 °C, fase mével 0,6 mL/min &cido acético 0,1 %
com 15 % de metanol e detector Dionex UV 280 nm no caso do GA e do PCA. Essa Ultima
analise foi gentilmente realizada pela equipe do Prof. Dr. Marcelo José Pena Ferreira, do
Instituto de Biociéncias da USP.

Para validar funcionalmente a expressdo do operon sintético no plasmideo JQP este foi
inserido por eletrotransformacéo em E. coli K-12 MG1655 e um novo ensaio de 72 h foi feito,

uma vez que ela ndo e capaz de degradar os compostos estudados, tal qual a linhagem S.
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Todas as condi¢des foram mantidas, trocando-se apenas a temperatura do cultivo de 30 °C
para 37 °C.

Para avaliar se a linhagem Gall seria capaz de produzir acido galico e acido
protocatecuico a partir de glicerol puro triplicatas das linhagens Gall-JO, Gall1-JQP e Gall-
JAQP foram cultivadas conforme o método ja descrito, com a induc¢do ocorrendo 24 h apos o
indculo. Amostras foram retiradas apds o indculo, apds a inducdo e 48 h apds a inducao.
Foram medidas: massa seca e concentracdo de glicerol, GA e PCA no meio de cultura em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), utilizando-se o equipamento Dionex
modelo Ultimate 3000, coluna Aminex HPX 87 H, temperatura 40°C, fase mdvel com 0,005
mM H2S04, vazdo de 0,5 mL/min e detector Dionex UV 280 nm no caso do glicerol. Para a
guantificacdo de GA e PCA foi utilizado o equipamento Agilent série 1100 (Agilent,
Waldbronn, Alemanha), com a separacdo em um Phenomenex (Torrance, CA) Coluna Aqua
C18 a uma temperatura de 25°C, vazao de 1,0 mL/min e detector UV 280 nm. A fase movel
consistiu em 2 % (volume/volume) de &cido acético em agua (eluente A) e acido acético a 0,5%
em agua com acetonitrila (50:50, volume/volume; eluente B) usando o seguinte programa de
gradiente: de 10 a 15% B (10 min), 15% B isocréatico (3 min), de 15 a 25% B (7 min), de 25 a
55% B (30 min), de 55 a 100% B (1 min), 100 % isocratico (5 min), de 100 a 10 % de B (0,1
min). Essa quantificacdo de GA e PCA em HPLC foi gentilmente realizada pela equipe do
Prof. Dr. Thiago Olitta Basso, da Escola Politécnica da USP, segundo o protocolo
desenvolvido por Carle et al. (2004).

Por dltimo, o mesmo ensaio foi realizado, visando avaliar se a producdo de GA e PCA
pela linhagem Gall transformada com o plasmideo JAQP era favorecida pelas mutacdes que
ela possui. Assim, foi feito um novo ensaio de producdo no qual a linhagem S, recebeu o
plasmideo JAQP por eletrotransformacdo de forma a compara-la com a linhagem Gall
contendo 0 mesmo plasmideo. Nesse ultimo caso, as concentracdes de GA e PCA foram
medidas tanto no meio de cultura como intracelularmente, para avaliar a capacidade da célula
de secretar os compostos. Foi utilizado o equipamento Dionex modelo Ultimate 3000, Coluna
Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150 mm, particula: 3,5um), eluida a 90% de agua acidificada
com 0,1% de acido acético e 10% de acetonitrila de 0-6min, a uma temperatura de 45°C,
vazdo de 1,0 ml.min? e detector UV 280nm (GA) e 254nm (PCA). Para a avaliagdo do teor
intracelular de GA e PCA o centrifugado celular de cada amostra foi ressuspendido em agua
destilada e submetido a lise por sonicagdo em Ultracleaner 1400 (Milleto) com 10 pulsos de
15 segundos cada. A quantificacédo final de GA e PCA foi gentilmente realizada pela equipe

do Prof. Dr. Marcelo José Pena Ferreira, do Instituto de Biociéncias da USP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE IN SILICO

Um conjunto de 82 modos elementares foi gerado pela anélise in silico (APENDICE A).
Assim, a partir de uma priorizagdo com base no fator de conversédo (mol/mol) das equacdes
globais obtidas para cada modo elementar, foi possivel identificar que somente a rota sintética
que considera a conversdo de DHS em PCA e de PCA em GA (FIGURA 2) estava presente
nos modos com maior fator de conversdo (2,5 mol/mol). Isso resulta em um rendimento
maximo tedrico (g/g) igual a, aproximadamente, 74 %, considerando as massas molares do
glicerol e do acido galico iguais a 92,09 g/mol e 170,12 g/mol, respectivamente. Tal resultado
reforca a escolha do glicerol como fonte de carbono, uma vez que o rendimento maximo

teorico (g/g) para a conversdo de glicose em acido galico € de apenas 43 %.

4.2 EDICAO GENOMICA E CLONAGEM DE GENES EM PLASMIDEOS DE
EXPRESSAO

A dupla delecdo pbde ser confirmada comparando-se a amplificagdo do genoma da
linhagem Gal com o genoma da linhagem S e com os plasmideos utilizados para ambas as
recombinagdes em PCR (FIGURA 9).



36

/\galTAPR

M Gl

Figura 9 - Foto de gel de agarose feito para a validacao das dele¢Bes na linhagem Gall. As amostras sem

identificacdo na primeira foto correspondem a amplificagdes do genoma de coldnias da linhagem S que
participaram do processo de edicdo génica, mas ndo apresentaram a delecdo desejada. M: Marcador molecular,
G1: Genoma da linhagem Gall, Pg: Plasmideo PEX18::Temp galTAPR, S: Genoma da linhagem selvagem, CN:
Controle negativo e Pp: Plasmideo PEX18::Temp pcaHG

Fonte: Autoria prépria.

Uma vez que foram utilizados iniciadores internos para a validacdo da delecdo da
sequéncia galTAPR (FIGURA 7), ou seja, que possuem homologia com parte da regido
deletada, o que se observa no gel é que a amplificagdo do genoma da linhagem Gall ndo
apresenta a banda formada na amplificacdo do genoma da linhagem S. J& no caso da delecdo
que resultou na mutacdo ApcaHG, foram utilizados iniciadores externos a regido deletada
(FIGURA 7) e 0 que se observa é a formacdo de uma banda de tamanho reduzido na amostra
da linhagem Gall em comparagéo com a da linhagem S. Com isso, ambos os resultados
apontam para a delecdo das duas sequéncias de interesse.

Além disso, a insercao de cada gene heterélogo no plasmideo de expressdo PJIN105
também foi confirmada por PCR (FIGURA 10).
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Figura 10 - Fotos dos géis de agarose feitos para a validacao das inserc¢6es dos genes quiC, pobA* e aroG4
no plasmideo pJN105. M: Marcador molecular, C1-6: Coldnias testadas em cada rodada.

Fonte: Autoria propria.

Todos os sequenciamentos apresentaram os resultados esperados, contudo, foi
identificada uma troca de nucleotideos no RBS que antecede o gene aroG4 no plasmideo
JAQP (FIGURA 11).
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TTGGGCTAGCGAGGAGGAAAAACATATGAATTATCAGAACGACGATTTACGCATCAAAGAAATCAAAGAGT
X 1 X 1 . 1 f ! " 1 3 1 4 }
t T t T t T t T y T T T T T

AACCCGATCGCTCCTCCTTTTTGTATACTTAATAGTCTTGCTGCTAAATGCGTAGTTTCTTTAGTTTCTCA,

1 L L . S A A . L 10 L ) 1S
Met Asn Tyr Gin Asn Asp Asp Leu Arg Ile Lys Glu Ile Lys Glu UL
R8s || aroGa_—
| H1

Sequéncia original TTGGGCTAGCGAGGAGGAAAAACATATGAATTATCAGAACGACGATTTACGCATCAAAGAAATCAAAGAGT'

Resultado do TTGGGCTAGCGAGGAGGAACATATGAATTATCAGAACGACGATTTACGCATCAAAGAAATCAAAGAGT‘
sequenciamento

Figura 11 - Mutacio pontual no RBS do gene aroG4.
Fonte: Autoria prépria.

Dado que essa sequéncia foi sintetizada internamente ao primeiro iniciador de cadeia
lider utilizado, assume-se que o erro foi decorrente do processo de sintese quimica do
iniciador pela empresa Exxtend. Contudo, uma vez que a mutagdo ndo ocorreu na regido
correspondente a sequéncia de Shine-Dalgarno (AGGAGGA), considerou-se que ela nao
impactaria a expressdo do gene, pois a ligacdo do RNA mensageiro resultante da transcricdo

deste com o RNA ribossémico estaria garantida, dando inicio ao processo de traducéo.

4.3 ENSAIO DE CRESCIMENTO EM GLICEROL BRUTO

Como resultado do ensaio de crescimento, foram obtidas as curvas apresentadas na

Figura 12.
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Curvas de crescimento em leitor de placas
2.50

2.00

1.50

DO600

M P. putida Bruto

P. putida Puro
1.00

0.50

0.00 - T T T T T T 1
00:00 04:48 09:36 14:24 19:12 24:00 28:48 33:36 38:24 43:12 48:00
Tempo

Figura 7 - Crescimento de P. putida Gall em meio mineral contendo glicerol bruto como Unica fonte de
carbono (quadrados em vinho) e em meio mineral contendo glicerol puro como Unica fonte de carbono
(tridngulos verdes).

Fonte: Autoria prépria.

Com base nessas curvas, foi identificado o crescimento exponencial no intervalo de
tempo entre 04:59:46 e 08:44:46, sendo possivel calcular a taxa especifica de crescimento
méxima (umax) de ambas as condigBes (0,098 h'* em glicerol bruto e 0,075 h™* em glicerol
puro). Isso mostra que a linhagem criada apresenta uma maior taxa crescimento em glicerol
bruto, correspondendo ao padrdo ja apresentado na literatura para P. putida (GAO et al., 2014)

e revelando que as delecGes realizadas ndo afetaram o consumo de glicerol pela bactéria.

4.4 ENSAIOS DE PRODUCAO

Uma vez que os resultados foram negativos para a producdo de GA e PCA na linhagem S
contendo o plasmideo JQP, levantou-se a hipotese de que o problema poderia estar ou na
construcdo ou na degradacdo dos compostos pelo proprio metabolismo da bactéria. Dessa
forma, a avaliacdo dos resultados obtidos a partir do cultivo de E. coli K12 MG1655

transformada com o JQP permitiram esclarecer essa questdo, uma vez que essa espécie ndo
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possui 0s genes necessarios a degradacdo. Nesse ensaio foi possivel notar um baixo acimulo
tanto de &cido gélico como de PCA no meio, concluindo-se que a construcdo estava adequada,

0 que implicaria no fato de que as delecGes seriam pré-requisitos necessarios para que 0s
compostos se acumulassem no meio (FIGURA 13).

GA
mAU
300 g
250 I
200 [:
A 150 I PCA
100 lli §
50 I =)
0 e — N
R T TR SR TR T

g‘.
~
= raf | ©
s 8 S 8
100 5 g/ @ ©
R 7 -
At /A j?/ \\ NG =4
0 i WJH/—"(‘ —— ; — e,
I T | — T T T
0 2 4 6 8 10
mAU e
600 b
I
500 ol |
ol |
- 1
400 L?‘ |
300 |
o o
200 9 ‘
&“? :"’3 |
10 SR
0 1 -l‘l‘;-\ﬁd/A“ﬂ \ﬁl‘ﬁ_.r
| — T L — T T T
0 2 4 6 8

Figura 13 - Cromatograma do ensaio de producéo de PCA e &cido galico em E. coli. A) Tempos de retencao

de acido galico e PCA utilizados como padrdo. B) Cromatograma de uma amostra obtida a partir do cultivo de E.

coli contendo o plasmideo JQP. C) Cromatograma de uma amostra obtida a partir do cultivo de E. coli contendo
o0 plasmideo JO (controle negativo).

Fonte: Autoria prépria.

E importante observar que a E. coli possui em seu metabolismo vias de consumo de
arabinose presente no meio, o que poderia explicar as baixas concentracdes encontradas, uma

vez que a inducdo da expressao dos genes heterdlogos presentes no plasmideo JQP estaria
prejudicada.
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Imediatamente ap6s o término do ensaio com as linhagens Gall-JO, Gall-JQP e Gall-
JAQP, constatou-se a oxidagdo da cultura contendo a linhagem Gall-JAQP, sugerindo o
acumulo de acido galico, uma vez que este oxida com muita facilidade, conforme descrito por
Draths et al. (2000) (FIGURA 14).

Figura 14 - Oxidacéo da cultura contendo Gall com o plasmideo JAQP. A) Comparacéo entre as culturas

contendo os plasmideos JO, JQP e JAQP. B) Foto mostrando em detalhe a diferenca de cor entre Gal1-JO e Gall-
JAQP.

Fonte: Autoria propria.

Os resultados obtidos em HPLC confirmaram a hipotese gerada a partir da analise da
oxidacdo das culturas, mostrando acimulo de GA e PCA somente nas triplicatas da linhagem
Gal1l-JAQP, o que indicaria que, além da delecdo dos genes de degradacdo, a desregulacdo da
via do &cido chiquimico provocada pela expressdo do gene aroG4 também seria de extrema
importancia para a producdo de GA em P. putida (FIGURA 15).
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Figura 15 - Cromatograma do ensaio de producao de PCA e &cido galico em P. putida Gall. A) Tempo de
retencdo de &cido galico utilizado como padrdo. B) Tempo de retencdo de PCA utilizado como padréo. C)
Cromatograma de uma amostra obtida a partir do cultivo de Gall contendo o plasmideo JAQP ap6s 72h de

cultivo.

Fonte: Autoria prépria.

Comparando a quantificacdo do crescimento, do consumo de glicerol e da producao de
acido galico e PCA, pode-se notar que, de fato, quando a linhagem JAQP produz os
compostos de interesse ha interrupcdo de seu crescimento, apesar de manter o consumo de

glicerol (FIGURA 16), confirmando a premissa adotada na modelagem realizada.
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Figura 16 — Quantificacdo de massa seca (A), glicerol (B), acido gélico (GA) e PCA (C) apds ensaio de 72h
com a linhagem Gall contendo os plasmideos JO, JQP ou JAQP.

Fonte: Autoria prépria.

Além disso, deve-se salientar que, além de ndo se detectar acimulo dos compostos
de interesse, hd maior crescimento de biomassa e consumo de glicerol na linhagem JQP, em
comparacdo com a linhagem controle (J0). Uma possivel explicacdo € a de que, com a via do
acido chiquimico regulada normalmente, a expressao dos genes heterélogos pode permitir
uma recuperacdo coordenada de NADP. Tal hip6tese poderia ser testada com a avaliagdo dos
resultados obtidos em ensaios em biorreator em ferramentas de analise de fluxos metabolicos.

Outro destaque é o fato de que ha uma maior conversao (g/g) de glicerol em PCA
(20 %) do que em &cido gélico (10 %), quando avaliamos somente o intervalo entre a indugdo
(24h) e o termino do ensaio (72h). Nesse caso, trés hipdteses poderiam explicar tal resultado:
o fato de que o &cido galico se oxida mais facilmente que o PCA; uma maior afinidade dos

transportadores por PCA, reduzindo sua concentracao intracelular e, com isso, sua
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disponibilidade para a converséo em &cido galico; ou uma atividade enzimatica maior de
QuiC do que de PobA*. No altimo ensaio realizado, quando foram comparadas as linhagens
S-JAQP e Gall-JAQP, as medicGes das concentraces intra e extracelulares de GA e PCA em
Gal1-JAQP revelaram que ha pouca presenca desses compostos intracelularmente, indicando

que, para ambas as moléculas, a secrecdo para o meio extracelular € alta (FIGURA 17).
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Figura 17 — Quantificacdo intracelular e extracelular de GA e PCA apds ensaio de 72h com a linhagem
Gall contendo o plasmideo JAQP.

Fonte: Autoria propria.

Futuros trabalhos poderdo testar as outras hipoteses, de forma a possibilitar novos
desenvolvimentos capazes de aumentar o acumulo de &cido galico no meio.
Quando comparamos os outros resultados gerais deste Ultimo ensaio notamos que 0s
compostos sao produzidos somente na linhagem Gall, revelando entdo que a sua producéo em

P. putida ndo seria possivel sem que as delecbes fossem feitas (FIGURA 18).
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Figura 18 — Quantificacdo de massa seca (A), glicerol (B), acido galico (GA) e PCA (C) apds ensaio de 72h
com as linhagens Gall e S contendo o plasmideo JAQP. A concentragdo de GA e PCA corresponde & soma
das concentracgdes intra e extracelulares.

Fonte: Autoria propria.

Vale destacar, também, a manutencdo do padrdo de crescimento ja observado para a

linhagem Gal1-JAQP, a qual deixa de crescer apds a inducdo, apesar de manter o consumo de
glicerol.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que, a partir do mapeamento de todas
as reaces disponiveis no metabolismo da célula de interesse e do levantamento das possiveis
rotas que podem ser inseridas sinteticamente pela expressdo de genes heterdlogos, testes in
silico sdo capazes de apontar quais genes devem ser expressos na célula, reduzindo, com isso,
a quantidade de construcdes a serem testadas. Além disso, com 0 uso de técnicas de edicao
genbmica e construcdo de plasmideos contendo operons sintéticos com mutagfes sitio-
dirigidas é possivel reverter o metabolismo do organismo, fazendo com que ele passe de
consumidor a produtor de uma dada molécula de interesse. Vale descartar que a inclusdo do
gene mutante aroG4 foi essencial para garantir que a via do acido chiquimico nao fosse
inibida pela presenca de fenilalanina na célula, de forma a direcionar a E4P e o PEP para a
producdo de DHS, precursor metabdlico necessario as reacdes exercidas pela via sintética
introduzida. Com tudo isso, conseguimos resumir as principais descobertas realizadas por este

trabalho conforme o esquema geral da Figura 19.
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escala laboratorial plasmideo JQP plasmideo JAQP mutante Gall

4 N\ 4 N\ )
1.1 Cultivo de P. putida " 3.1 Transformacdo da P. 4.1 Transformacdo da
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) 4 N\
2.2 Cultivo da P. putida 3.2 Cultivo da P. putida 4.2 Cultivo da Gall +
AglpR+ ]QP conforme o AglpR+ JAQP conforme JQP ou JAQP conforme
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& J & J o J
RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS
, . {
P. Putida AglpR ndo P. putida L‘.g;‘pRh P. Putida AglpR . Gall ndo produz GA
produz GA sozinha contendo o JQP ndo contendo o JAQP ndo sozinha
produz GA produz GA L
Gall contendo o JQP
\ ndo produz GA
f Gall contendo o JAQP
produz GA
\

Figura 19 — Esquema geral dos testes realizados por esse estudo e seus resultados. O termo “sozinha”
nos resultados obtidos nas etapas 1. e 4. Refere-se ao fato da linhagem ter sido cultivada com o plasmideo vazio

(JO), ou seja, sem qualquer um dos genes heterélogos de interesse.

Ao adotar o acido galico como um composto aromatico modelo foi possivel fazer com que
a Pseudomonas putida o produzisse a partir de glicerol, por meio de ferramentas de Biologia
de Sistemas e Engenharia Metabdlica, tornando tal resultado uma prova de conceito capaz de
revelar o potencial desta espécie como plataforma para a producdo de uma série de outros
compostos aromaticos.

Além dos testes necessarios para se avaliar os motivos por tras do maior acimulo de PCA
quando comparado com a molécula alvo, outro importante desdobramento desse projeto
envolve estudos de acimulo em biorreatores, definindo-se 0s pardmetros necessarios para a
obtencdo de ganhos de escala que poderiam levar a uma utilizacdo dessa linhagem em
modelos industriais. Tais experimentos poderiam gerar novos dados sobre o metabolismo da
bactéria durante a producdo, levando a novas modelagens que otimizariam ainda mais o
acumulo do composto no meio, dando inicio a mais um ciclo de estudos dentro do conceito de
Biologia de Sistemas. Por fim, o desenvolvimento de construgdes que substituam o promotor

utilizado por promotores que naturalmente expressem o operon sintético no inicio da fase
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estaciondria da célula pode levar a ganhos de escala por eliminar a necessidade de inducao por
L-arabinose. Somado a isso, a inser¢do desses novos operons no genoma da bactéria poderia
levar a um ganho ainda maior por excluir a aplicacdo de gentamicina, utilizada para garantir a
ndo proliferacdo de células que tenham perdido o plasmideo ao longo do crescimento.

Por ultimo, esse desenvolvimento caracteriza invenc¢des nunca antes descritas na literatura,
dando inicio a uma nova linha de pesquisa com grande potencial de protecdo a propriedade
intelectual. Devido a isso, ja foi dada entrada ao processo de obtencdo de patente junto a
Agéncia USP de Inovacédo (201890232), visando a protecdo da linhagem mutante obtida, do
plasmideo desenvolvido e do método de cultivo padronizado. Espera-se que, com isso, seja
possivel fazer com que as tecnologias geradas possam ser transferidas para a inddstria,
contribuindo com a criacdo de biorrefinarias que utilizem o glicerol bruto gerado nas usinas

de biodiesel em um processo de producdo sustentavel de acido galico no Brasil.
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GLOSSARIO

Biorrefinaria: modelo industrial a partir do qual uma determinada fonte de biomassa é
utilizada para a obtencdo de diversos produtos tais como combustiveis e substancias quimicas

de aplicacdo industrial.

Bracos de homologia: sequéncias génicas utilizadas para compor um template de

recombinacdo, no qual cada braco possui uma sequéncia de nucleotideos idéntica a uma

determinada regido no genoma com a qual ele devera se parear.

Compostos aromaéticos: moléculas organicas que possuem uma configuracdo na qual ha trocas

de elétrons entre alguns de seus atomos de forma ciclica, alternando entre ligacGes duplas e
simples. Em sua maioria, tal configuracdo é dada pela presenca de um radical benzeno, no
qual os elétrons sdo compartilhados entre seis &tomos de carbono ligados entre si na forma de

anel.

Conjugacao: técnica por meio da qual uma bactéria transfere um cromossomo unifilamentar a
outra bactéria por meio da projecao de apéndices proteicos denominados pili.

Delecdo génica: consiste em retirar do genoma de uma célula uma determinada sequéncia

correspondente a um ou mais genes. Como resultado desse procedimento a célula deixa de
expressar permanentemente o fendtipo existente na presenca do(s) gene(s) que estava(m)

presente(s).

Edicdo gendmica: procedimento por meio do qual modificacbes no genoma da célula séo

feitas, podendo ser mutac¢des pontuais, dele¢fes ou inser¢des de novas sequéncias.

Expressdo constitutiva: considera-se uma expressdo génica constitutiva aquela que néo

precisa de indutores de expressao para ocorrer.

Expressdo génica: manifestacdo fenotipica de um determinado genotipo por conta da

transcricdo e traducdo do(s) gene(s) relacionado(s) a ele.
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Genes heterdlogos: sdo genes de outras espécies expressos em uma determinada célula,

podendo estar inseridos no genoma dessa célula ou em plasmideos.

Indutores de expressdo: sdo substancias que induzem a expressao de um determinado gene ou

conjunto de genes que fazem parte de um mesmo operon.

Material lignocelulésico: composicdo da biomassa vegetal, contendo lignina, celulose e

hemicelulose como principais componentes.

Operon: configuracdo génica na qual um conjunto de genes em sequéncia € transcrito ao

mesmo tempo por estarem sob acdo de um mesmo promotor.

Origem de replicacdo: regido do cromossomo onde se ligam as proteinas que dardo inicio a

replicacdo do DNA.
Plasmideos: sdo pequenos cromossomos bacterianos circulares que tem sido historicamente
utilizados em aplicagdes biotecnoldgicas para a expressdo de genes heter6logos em diversos

tipos de células.

Promotor: regido do DNA que se liga as proteinas responsaveis pela transcricdo de um

determinado gene ou de um operon.

Recalcitrncia: denomina-se recalcitrancia a alta estabilidade de algumas moléculas,

tornando-as dificeis de serem quebradas em moléculas menores por a¢es quimicas ou fisicas.

Sequéncia de Shine-Dalgarno: sequéncia presente nos genes e que se mantém no RNA

mensageiro resultante da transcricdo destes, sendo o local de insercdo desse RNA no

ribossomo durante o processo de traducao.

Template de recombinacdo: sequéncia génica formada pela juncdo de bracos homologos

dispostos um ao lado do outro, os quais possuem sequéncias de nucleotideos idénticas a

determinadas regifes no genoma com as quais deverao se parear.
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APENDICE A — Dados para estudo in silico

1. Arquivo de entrada para o Metatool:

# Producdo de GA em P putida KT2440

#

#

#

#

-ENZREV

EMP2 EMP4 EMP5 EMP6 EMP7 EMP8 EMP9 VP6 VP7 VP8 VP9 VP10 AS3 AS4 AS6 GA_SINT3
GA_SINT4 GA_SINT5 GA_SINT6

-ENZIRREV
GLN3 EMP10 GLN3 ED1 ED2 VP1 VP5 GLY1 GLY2 AS1 AS2 GA_SINT1 GA_SINT2 AS5 AS7 CK1
CK2 CK3 CK4 CK5 CK6 CK7 CK8 CPD OXNAD OXFAD PNTAB SDH AD1 AD2 UQR

-METINT

G6P PG6 KDPG2 RbI5P Rb5P X5P S7P E4P F6P F16P DHP G3P BPG13 PG3 PG2 PEP snG3P DHAP
DHQ DHS PCA SHI S3P EPSP CHO 4HB 3HB NADP NADPH NAD NADH PIR CoASH AcCoa Oxa Cit
IsoCit aCeto SucCoa Suc Fuma Mal FAD FADH2 ADP ATP UQ UQH

-METEXT
Glyext CO2 O GA

-CAT

GLY1 : Glyext + ATP =snG3P + ADP .
GLY2 :snG3P + UQ = DHP + UQH .
GLN3 : F16P + ADP = F6P + ATP .
EMP2 : G6P = F6P .

EMP4 : F16P = G3P + DHP .

EMPS5 : DHP = G3P.

EMP6 : G3P + NAD = BPG13 + NADH .
EMP7 : BPG13 + ADP = PG3 + ATP..
EMPS : PG3 =PG2 .

EMP9 : PG2 = PEP .

EMP10 : PEP + ADP = PIR + ATP..
ED1:PG6 = KDPG2 .

ED2 : KDPG2 =PIR + G3P .

VP1: G6P + NADP = PG6 + NADPH .



VP5 : PG6 + NADP = NADPH + RbI5P + CO2 .
VP6 : RbI5P = Rb5P .

VP7 : RbI5P = X5P .

VP8 : Rb5P + X5P =S7P + G3P .

VP9 : G3P + S7P = E4P + F6P .

VP10 : X5P + E4P = F6P + G3P .

AS1 : E4P + PEP = DHAP .

AS2 : DHAP = DHQ.

AS3:DHQ =DHS.

GA SINT1: DHS =PCA.

GA _SINT2: PCA + NADPH + O = GA + NADP.
AS4 : DHS + NADPH = SHI + NADP .

AS5 : SHI + ATP = S3P + ADP .

AS6 : S3P + PEP = EPSP .

AS7 : EPSP =CHO.

GA _SINT3:CHO =PIR +4HB..

GA _SINT4:CHO =PIR + 3HB.

GA_SINT5 : 4HB + O + NADPH = PCA + NADP .
GA_SINT6 : 3HB + O + NADPH = PCA + NADP .
CPD : PIR + NAD + CoASH = AcCoa + NADH + CO2.
CK1: AcCoa + Oxa = CoASH + Cit .

CK2: Cit = IsoCit.

CK3: IsoCit + NADP = aCeto + NADPH + CO2 .
CK4 : CoASH + aCeto + NAD = NADH + CO2 + SucCoa .
CK5 : SucCoa + ADP = CoASH + Suc + ATP .
CK®6 : Suc + FAD = FADH2 + Fuma .

CK7 : Fuma=Mal .

CK8: Mal + NAD = Oxa + NADH .

OXNAD : NADH + 3 ADP + O = NAD + 3 ATP.
OXFAD : FADH2 +2 ADP + O=FAD + 2 ATP.
UQR:UQH=UQ.

SDH : NADPH + NAD = NADP + NADH .

PNTAB : NADH + ATP + NADP = NAD + ADP + NADPH .

AD1:PIR+CO2 + ATP =0Oxa + ADP .
AD2 : Oxa + ATP = PEP + ADP + CO2 .

2. Modos elementares resultantes da analise:

1 no net transfomation of external metabolites

2: no net transfomation of external metabolites
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11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:

Glyext+6 O =3 CO2

Glyext + 6 O =3 CO2

2.95238 Glyext + 3.71429 O = 1.85714 CO2 + GA
2.95238 Glyext + 3.71429 O = 1.85714 CO2 + GA
3.33333 Glyext + 6 0 =3 CO2 + GA

3.33333 Glyext + 6 0 =3 CO2 + GA

4.22222 Glyext + 3.33333 O = CO2 + 1.66667 GA
4.22222 Glyext + 3.33333 O = CO2 + 1.66667 GA
Glyext+6 O =3 CO2

2.88889 Glyext + 3.33333 O = 1.66667 CO2 + GA
2.88889 Glyext + 3.33333 O = 1.66667 CO2 + GA
3Glyext+40=2C02+GA
3Glyext+40=2C02+GA

2.88235 Glyext + 3.29412 O = 1.64706 CO2 + GA
2.88235 Glyext + 3.29412 O = 1.64706 CO2 + GA
2.92857 Glyext + 3.57143 O = 1.78571 CO2 + GA
2.92857 Glyext + 3.57143 O = 1.78571 CO2 + GA
3.5Glyext+70=35C02 + GA
3.5Glyext+70=35C02+GA

4 Glyext+ 100 =5C02 + GA

4 Glyext+ 100 =5C02 + GA

9.66667 Glyext + 6 O = CO2 + 4 GA
5Glyext+40=C02 +2 GA
3Glyext+50=2C02 +GA

2.72222 Glyext + 2.66667 O = 1.16667 CO2 + GA
2.72222 Glyext + 2.66667 O = 1.16667 CO2 + GA
5 Glyext + 3.63636 O = CO2 + 2 GA

5 Glyext + 3.63636 O = CO2 + 2 GA

Glyext+6 O =3 CO2

Glyext+6 O =3 CO2

3.06061 Glyext + 4.36364 O = 2.18182 CO2 + GA
3.06061 Glyext + 4.36364 O =2.18182 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.03333 Glyext +4.20=2.1C02 + GA

3.03333 Glyext +4.2 0=2.1C0O2 + GA

6.03704 Glyext + 4.44444 O = CO2 + 2.44444 GA
3.13333 Glyext+3.20=C02 + 1.2 GA
5Glyext+40=C02 +2GA

8.11111 Glyext + 5.33333 O = CO2 + 3.33333 GA
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43:
44:
45:
46:
47:
48:
49:
50:
51:
52:
53:
54:
55!
56:
57:
58:
59:
60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
70:
71:
72:
73:
74:
75:
76:
17
78:
79:
80:
81:

82:

2.66667 Glyext + 2.66667 O =1 CO2 + GA
2.66667 Glyext + 2.66667 O =1 CO2 + GA
Glyext + 6 O =3 CO2

3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3Glyext+40=2C02+GA
3Glyext+40=2C02 +GA
3Glyext+40=2C02+GA
3Glyext+40=2C02+GA

3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
3.11111 Glyext + 4.66667 O = 2.33333 CO2 + GA
8.11111 Glyext + 5.33333 O = CO2 + 3.33333 GA
3.13333 Glyext +3.20=C02 + 1.2 GA
5Glyext+40=C02 +2 GA
3Glyext+50=2C02 + GA
3Glyext+50=2C02 +GA
3Glyext+50=2C02 +GA

3.13333 Glyext +3.20=C02 + 1.2 GA

5 Glyext + 3.69231 0 = CO2 + 2 GA

5 Glyext + 3.69231 0 = CO2 + 2 GA

3 Glyext + 4.22222 0 =2 CO2 + GA

3 Glyext + 4.22222 0 =2 CO2 + GA

5.33333 Glyext + 18 0 =9 CO2 + GA

5.33333 Glyext + 18 0 =9 CO2 + GA

3.33333 Glyext + 70 =3 CO2 + GA

8.11111 Glyext + 5.33333 O = CO2 + 3.33333 GA
Glyext+6 O =3 CO2
3Glyext+40=2C02+GA
3Glyext+40=2C02+GA

4.5 Glyext+130=6.5C02 + GA

4.5 Glyext+ 130 =6.5C0O2 + GA
5Glyext+40=C02+2GA
3Glyext+50=2C02 +GA

Glyext+ 6 O =3 CO2

3.33333 Glyext + 6 0 =3 CO2 + GA

3.33333 Glyext + 6 0 =3 CO2 + GA
3Glyext+50=2C02 + GA
3Glyext+50=2C02 + GA
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APENDICE B - Iniciadores utilizados

1. Iniciadores para a clonagem de genes:

quiC fwd
quiC rev
pobA* fwd
pobA* rev
aroG4 H1 fwd

aroG4 H1 rev
aroG4 H2 fwd
aroG4 H2 rev

CCCATAGAATTCAGGAGGAAAAACATATGAATACATTACGTTTAACTACTC
TTGCATTAGG
TCCTTACCCGGGTTATTTAGTTTGTACGGCCGAACTAAGTTCAGAC
CCATAACCCGGGAGGAGGAAAAACATATGAAGACTCAAGTCGCCATCATC
GGCGC
CGGCGTACTAGTTCATTCGACGGCCTCGTAGGGCAGTCCCACGAAGTTCTCG
CCTGCAGGTCGACTCTAGAGACTAGTAGGAGGAAAAACATATGAATTATCA
GAACGACG

CGAGATATTGTAGGGTGATCATATCGAG
GATCACCCTACAATATCTCGCTGACCTGATGAGC
ATTCGAGCTCGGTACCCGGGGAGCTCTTACCCGCGACGCGCTTT

2. Iniciadores para a construcéo de templates de recombinacéo:

galTAPR H1 fwd
galTAPR H1 rev
galTAPR H2 fwd
galTAPR H2 rev
pcaHG H1 fwd
pcaHG H1 rev
pcaHG H2 fwd
pcaHG H2 rev

CCTGCAGGTCGACTCTAGAGTCATGCCAGGTTCTCCGTC
ACCACGCATGGATCATAAGGGCTCCCGG
CCTTATGATCCATGCGTGGTCACCTTTG
ATTCGAGCTCGGTACCCGGGATCAGGTACGCCATGGCAG
CCTGCAGGTCGACTCTAGAGGGAAGTGCCATGGGTGAAG
CTTCACCTCACATGCCGGTTTCCTCTCTTG
AACCGGCATGTGAGGTGAAGCTTGGGGC
ATTCGAGCTCGGTACCCGGGACGATTTCCCCATTGCCAG

3. Iniciadores para a validagao das delecdes por PCR:

galTAPR teste fwd
galTAPR teste rev
pcaHG teste fwd

pcaHG teste rev

GAAGATTCTAGAATAGTGGATCAGCCCACGCC
GCCTTAGAATTCCCCGGCGCAATTCACACC
GGTCTCACTTGGTCCCTGTT
CGAGAAGCACAAGGCAATCCT

4. Iniciadores para o sequenciamento dos plasmideos de expressao:

JQP_f1
JQP_f2

CGTCACACTTTGCTATGC
ATCGCTTCTGTATTGGGG
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JQP_f3
JQP_f4
JQP_f5
JOP_r1
JOP_r2
JQP_r3
JQP_r4
JQP_r5
AroG Fwdl
AroG Fwd2
AroG Fwd3
AroG Revl
AroG Rev2
AroG Rev3

5. Iniciadores para o sequenciamento das regides deletadas:

galTAPR 1
galTAPR teste rev
PD1

PD 2

TGGTTCATGTGTACCAGATC
ACAACGTGATCCTCGAAC
TTCGCCCTGTGCAGC
CGTTGTAAAACGACGGCC
TCGTCCGACCAGTCCTC
TGTTCCAGCACCCCG
TGCAGGCACAGCAAATACA
AAGGTTATTGCTTGAACGG
CCTGACGCTTTTTATCGCAAC
GTGAGTTTCTCGATATGATCACC
GAGCCTCGAGAGCGGGGA
GGCTTGTTCAATTGCCCA
CGCGCAGAATGATATGGC
CCGCGACAGGATCATGAATT

ACAAAGTCGGCGGAATGTGC
GCCTTAGAATTCCCCGGCGCAATTCACACC
CATCGACCACGTTGTCGCT
GCAACCCGGAAACGCTGG
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