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Resumo

RODRIGUES, André Luis. Producdo Heterdloga de Violaceina por Escherichia coli.
2007. 120p. Dissertacdio de Mestrado — Pos-graduagdo em Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos, UFSC, Florianopolis, SC, Brasil.

A violaceina ¢ um pigmento formado pela unido de duas moléculas modificadas do
aminodcido L-triptofano. Este pigmento apresenta propriedades interessantes como
tripanocida e antitumoral. Dentre os microrganismos produtores de violaceina encontra-se a
bactéria Chromobacterium violaceum. Os genes necessarios a sintese de violaceina em C.
violaceum estdo organizados em um operon conhecido como VIOABCDE. A clonagem e
expressdo dos genes VIOABCDE de C. violaceum sob controle do promotor araBAD foi
realizada em Escherichia coli visando avaliar a estabilidade, rendimento e produtividade da
producao heterdloga de violaceina neste microrganismo. Os resultados indicam que um dos
fatores responsaveis pela instabilidade da produgdo de violaceina em E. coli esta
relacionado as altera¢des que podem ser causadas aos genes VIOABCDE devido a produgdo
desta molécula. Apesar da instabilidade observada, foi possivel a obtencdo de um
rendimento e produtividade de violaceina bruta de 22,06 mg/gMS e 10,71 umol/gMS-h,

respectivamente.
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Violacein is a pigment formed by the condensation of two modified tryptophan molecules.
This pigment presents interesting properties such as antitumoral and trypanocidal activities.
Among the violacein producers is the bacterium Chromobacterium violaceum. Violacein
biosynthesis in C. violaceum is controlled by five genes organized in an operon known as
VIOABCDE. Aiming to evaluate stability, yield and productivity of heterologously produced
violacein, the VIOABCDE operon was cloned under control of araBAD promoter and
expressed in Escherichia coli. The results indicate one of the factors that mediates violacein
production instability in E. coli are mutations that occur in the ViOABCDE genes during
violacein production. In spite of observed instability, it was possible to achieve yield and
productivity for crude violacein production in shake flasks of 22.06 mg/gDW and 10.71
umol/gDW-h, respectively.



CAPITULO 1 - Introducao, Motivacao e Justificativa

1.1. Introdugao e Motivagao

A grande quantidade de recursos investidos em pesquisa visando o descobrimento
de medicamentos reflete o interesse das empresas farmacéuticas em suprir a demanda por
estes produtos. Um dos métodos utilizados para a descoberta de novas drogas consiste na
avaliacdo da atividade bioldgica de compostos extraidos a partir de plantas, animais e
microrganismos. Os compostos que apresentam atividades bioldgicas que podem ser tuteis
no combate a doencas sdo selecionados para a realizagdo de novos estudos. Um dos
objetivos destes estudos consiste na elucidagdao do mecanismo utilizado pelo composto para
exercer uma dada atividade biologica de interesse. Dessa forma, ¢ possivel descobrir-se
novos alvos para a criagdo de drogas especificas para o tratamento de doengas, além de
avaliar se um dado composto pode ser utilizado como agente terapéutico. Compostos que
apresentam efeitos colaterais podem entdo sofrer modificagdes de forma a apresentar
somente a atividade necessaria ao tratamento da doenga.

A violaceina ¢ um pigmento violeta que apresenta atividades bioldgicas como
tripanocida e antitumoral. Devido as suas propriedades bioldgicas a violaceina tem sido
estudada visando a elucidagdo dos seus mecanismos de acdo. Para a realizagdo destes
estudos torna-se necessario o continuo fornecimento desta molécula. Dessa forma, estudos
vém sendo realizados objetivando o melhoramento dos processos de produgao do pigmento
visando suprir as necessidades geradas na realizagdo de pesquisas.

As metodologias de mutacdo e selecdo de linhagens foram implementadas com
sucesso no melhoramento de microrganismos para a producao de certos compostos. Com o
advento da tecnologia do DNA recombinante surgiram novas possibilidades para o
melhoramento de microrganismos proporcionando avangos nos processos de producao.
Esta tecnologia tornou possivel a obtencdao de produtos completamente novos, além de
proporcionar um novo método para a obten¢do de antigos produtos. Alguns trabalhos
relatam a produgdo heterdloga de violaceina por meio da expressao de genes de C.

violaceum em Escherichia coli. A realizagdo de mutacdes e expressdo dos genes
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necessarios a biossintese de violaceina em E. coli demonstrou que alteragdes proximas da
regido promotora permitiam o surgimento de colonias com tamanho muito reduzido e com
fenodtipo fortemente escuro (August et al., 2000). A interpretacdo destes resultados sugeriu
que ocorreram mutacdes nas regioes responsaveis pelo controle da expressao dos genes de
biossintese da violaceina. Possivelmente, podem ter surgido mutantes constitutivos devido
as alteragdes na regido promotora, fato que poderia explicar o tamanho reduzido das
colonias e sua intensa pigmentagdo. Sabe-se que a violaceina apresenta atividade
antimicrobiana, logo, a expressdo constitutiva dos genes necessarios a biossintese em E.
coli pode ter inibido o crescimento normal das col6nias devido a alta concentra¢do deste
pigmento na célula. Outra hipotese para a explicagdo do tamanho reduzido das coldnias esta
ligada ao fato do gasto extra de energia e/ou metabdlitos desviados para a producao de
violaceina, culminando com a diminuicdo da disponibilidade destes para o crescimento
celular.

O surgimento de colonias com tamanho reduzido e com fenotipo fortemente escuro
sugere que se a bactéria E. coli ¢ capaz de gerar altas concentragdes intracelulares de
violaceina de forma a inibir seu proprio crescimento, ¢ interessante que este microrganismo
seja estudado visando avaliar o rendimento e a produtividade deste pigmento por via
heter6loga. Além disso, este estudo possibilitaria o esclarecimento de duvidas quanto a
inibi¢do do crescimento normal das colonias durante a producdo de violaceina, bem como
quanto a instabilidade do fenotipo caracteristico da produgao de violaceina verificada em
trabalhos anteriores. Avaliando sob o ponto de vista de obtencdo de violaceina, o fato da
produgdo heterdloga desta molécula culminar com a inibi¢do do crescimento da E. coli
poderia ser contornado pela utilizagao de promotores controlaveis. Assim, torna-se possivel
a inducdo da producdo de violaceina somente no momento apropriado, evitando-se o
acumulo intracelular desta molécula, fato que parece estar relacionado a instabilidade da
produgao em E. coli.

A bactéria E. coli é um dos microrganismos mais estudados, e este conhecimento
contribui para a aplicagdo de ferramentas de engenharia metabolica, como a andlise de
fluxos metabolicos, visando o redirecionamento dos fluxos metabdlicos para a otimizagao
da producdo de violaceina e/ou metabolitos intermedidrios da via de biossintese deste

pigmento. A obten¢ao de linhagens de E. coli com caracteristicas otimizadas para produgio
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de violaceina poderia se tornar um meio alternativo de fornecimento desta molécula para a

realizagdo de estudos visando avaliar os seus potenciais terapéuticos.

1.2. Justificativa

A violaceina ¢ um pigmento muito estudado devido a suas diversas aplicagoes.
Dentre as caracteristicas interessantes que este pigmento apresenta, podem-se destacar as
atividades bactericida, tripanocida, antifungica, antiviral, antitumoral e sua potencial
utilizagdo como corante para nylon e outros materiais (Duran e Menck, 2001). Além disso,
dois metabdlitos intermedidrios na via metabdlica de biossintese da violaceina, o
cromoviridans e desoxicromoviridans, apresentam capacidade de reter metais como ferro,
cobre, zinco e cobalto. Esta propriedade poderia ser explorada visando o tratamento de
regides contaminadas por metais pesados. Todas estas caracteristicas justificam a

relevancia dos estudos sobre a biossintese da violaceina e seus intermediarios.



CAPITULO 2 - Objetivos

2.1. Objetivos Gerais
O objetivo deste trabalho ¢ a producdo heterdloga de violaceina pela bactéria

Escherichia coli utilizando os genes do operon Vio provenientes da bactéria

Chromobacterium violaceum.

2.2. Objetivos Especificos

Para atingir este objetivo, este trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

Desenvolvimento de um programa em linguagem Perl para localizagdo de

sitios de restricao parcialmente conservados;

e Amplificacdo do operon VIOABCD da bactéria Chromobacterium violaceum
ATCC 12472,

e Clonagem do operon VIOABCD no plasmidio pPBADMycHisB;

e Amplificacdo e clonagem do gene VIOE no plasmidio pBvioABCD;

e Avaliagdo da estabilidade do plasmidio pBvioABCDE em E. coli;

e Avaliagdo da producdo de violaceina pela bactéria Escherichia coli TOP10

(pBvioABCDE);



CAPITULO 3 - Revisido Bibliografica

3.1. Chromobacterium violaceum

3.1.1. Aspectos gerais

O primeiro relato da bactéria Chromobacterium violaceum ocorreu em 1882,
quando Boisbaudran verificou a presenca de um pigmento violeta em um preparado a base
de farinha (Boisbaudran, 1882). Apesar de publicado somente em 1882, a descoberta de
Boisbaudran foi feita em 1867. Independentemente, Bergonzini descobriu por acidente, em
1880, o surgimento de uma coloragdo violeta em uma solugdo controle de ovoalbumina
bovina que ndo havia sido descartada ap6s um experimento (Duran e Menck, 2001). Apos a
realizacdo de testes, verificou-se que a coloragdo violeta na solug¢do surgiu por meio do
crescimento de um microrganismo ainda desconhecido, o qual foi chamado de
Cromobacterium violaceum (Bergonzini, 1881). Posteriormente, em 1881 Zimmerman
(1881) alterou o termo Cromobacterium para Chromobacterium o qual ¢ utilizado
atualmente. No Brasil o primeiro relato da bactéria C. violaceum ocorreu em 1976 na
cidade de Manaus (Duran et al., 2001).

O género Chromobacterium consiste de microrganismos Gram-negativos, oxidase e
catalase positivos com formato de bacilo e extremidades arredondadas. Movimentam-se por
meio de um unico flagelo polar e quatro flagelos laterais. Estes flagelos diferem na forma
de coloragdo, forma de movimentacdo e caracteristicas antigénicas (Sneath, 1984).
Microrganismos deste gé€nero sdo anaerdbios facultativos e produzem coldnias violetas em
meio so6lido. Quando cultivados em meio liquido, um anel violeta ¢ formado na superficie
do meio. A melhor faixa de temperatura para crescimento esta no intervalo entre 30 e 35°C,
a temperatura minima esta entre 10 e 15°C e, a temperatura maxima entre 40 e 44°C. Estes
microrganismos sdo quimiorganotroficos e utilizam principalmente carboidratos como
fonte de carbono. Nitrito e nitrato sdo reduzidos gerando uma quantidade variavel de gas.

Apresentam resisténcia a benzilpenicilina e ao agente vibriostatico O/129 (fosfato de 2,4
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diamino-6, diisopropil-pteridina). A porcentagem de CG no DNA da linhagem ATCC
12472 deste microrganismo ¢ de 64,83% (Vasconcelos et al., 2003).

A C. violaceum ¢ encontrada principalmente no solo e na agua onde ocorre como
um dos componentes menos representativos da populagdo de microrganismos (Sneath,
1956). Este microrganismo ¢ encontrado em climas temperados mas ocorre principalmente
em regides de clima tropical e subtropical. O seu papel na rizosfera de plantas ndo esta
completamente esclarecido, embora tenha-se verificado que a inoculagdo de sementes de
milho com C. violaceum pode aumentar significativamente o rendimento em peso seco da
planta (Hussain e Vancura, 1970).

Os primeiros relatos de infec¢des causadas por C. violaceum em animais e humanos
datam de 1905 e 1927, respectivamente (Sneath et al., 1953; Woolley, 1905). Foram
reportadas infec¢des em animais como macacos, porcos, cdes ¢ ovelhas (Duran et al.,
2001). As vias de contaminacdo sdo geralmente a exposi¢dao de lesdes da pele a agua ou
solo contaminados (Lee et al., 1999) e por via oral (Petrillo et al., 1984). Nos diferentes
casos verificados os sintomas foram abscessos viscerais e subcutaneos (Richard, 1993;
Roberts et al., 1997). Embora infec¢des por C. violaceum possam resultar em diarréia com
subseqiiente recuperagdo do paciente, na maioria dos casos a infecg¢ao ¢ fatal para homens e
animais (Chen et al., 2003; Ray et al., 2004), ocorrendo principalmente em criangas
(Chattopadhyay et al., 2002). Os sintomas da infec¢do podem variar e usualmente
conduzem a septicemia seguida de morte, porém foi reportado um caso de septicemia em
que o paciente sobreviveu devido ao tratamento com ciprofloxacina e amikacina (Ray et
al., 2004). A realizagdo de um estudo visando comparar a atividade antimicrobiana de 25
agentes em linhagens clinicas de C. violaceum, demonstrou que a ciprofloxacina,
norfloxacina e perfloxacina apresentam elevada atividade contra C. violaceum (Aldridge et
al., 1988). A viruléncia das linhagens de C. violaceum parece ndo estar associada com a
pigmentacdo deste microrganismo, pois foram isoladas linhagens pigmentadas e nao
pigmentadas a partir de pacientes contaminados (Lee et al., 1999). Tém-se indicios de que
as linhagens virulentas sdo protegidas contra o sistema imune devido a elevada produgao
das enzimas superoxido dismutase ¢ catalase (Brito et al., 2004).

Por meio da analise dos dados resultantes do seqiienciamento do genoma deste

microrganismo foi possivel o estudo dos genes que provavelmente estariam envolvidos
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com a patogenicidade da C. violaceum. Além disso, o seqiienciamento do genoma da C.
violaceum permitiu avaliar varios outros genes com potencial para aplicagdes
biotecnologicas (Vasconcelos et al., 2003).

Varios estudos demonstraram o potencial biotecnologico que a C. violaceum
apresenta em diversas areas. Como exemplo, pode-se citar o estudo da producdo de
plasticos biodegradaveis, também conhecidos como polihidroxialcanoatos (PHAs). Este
estudo demonstrou que C. violaceum é capaz de produzir poli-3-hidroxibutirato e poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (Kolibachuk et al., 1999). Além da possibilidade de
substituicdo dos plasticos de origem petroquimica, os PHAs apresentam propriedades que
os tornam materiais interessantes para aplicagdes biomédicas (Anderson e Dawes, 1990). A
produgdo de celulose também foi verificada em C. violaceum (Recouvreux, 2004). Este
polimero apresenta aplicacdes biomédicas, como a produgdo de curativos para
queimaduras. Outra caracteristica interessante da C. violaceum ¢é sua capacidade de atuar na
extracdo de ouro a partir de minérios. Foi demonstrado que este microrganismo foi capaz
de solubilizar todo o ouro contido em laminas de vidro (Campbell et al., 2001). Esta
bactéria pode ser cultivada com a utilizagdo de materiais de baixo custo, elevando a
viabilidade do processo de biolixiviagdo (Carepo et al., 2004). Outro potencial verificado
em C. violaceum foi a produgdo de enzimas hidroliticas. A atividade quitinolitica de C.
violaceum foi testada, demonstrando seu potencial para producdo de quitinases (Chernin et
al., 1998). Estas enzimas podem ser utilizadas para o controle de insetos, fungos e
nematodeos (Patil et al., 2000). Dentre todas as caracteristicas da C. violaceum, a principal
¢ a producdo de um pigmento chamado violaceina, que apresenta diversas propriedades

interessantes, como descrito em maiores detalhes a seguir.

3.1.2. Producao de violaceina por Chromobacterium violaceum

A violaceina ¢ um pigmento violeta produzido por algumas espécies de
microrganismos. Sua estrutura quimica ¢ formada pela unido de duas moléculas
modificadas do aminoacido L-triptofano, conforme apresentado na Figura 1. Devido ao

distinto fenotipo que confere ao microrganismo produtor, estes sdo facilmente isolados pela
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formagao de colbnias violetas. A bactéria C. violaceum foi o primeiro microrganismo

Figura 1. Estrutura quimica da violaceina. Modificado a partir de Antonio e Creczynski-Pasa (2004).

produtor de violaceina relatado (Boisbaudran, 1882). Outro exemplo de microrganismo
produtor de violaceina ¢ a bactéria Janthinobacterium lividum (Pantanella et al., 2006).

A produgdo de violaceina em C. violaceum ocorre por meio da expressdo dos genes
VioOABCDE (Balibar e Walsh, 2006; Sanchez et al., 2006). Estes genes estdo organizados na
forma de um operon no genoma da C. violaceum. Os detalhes relacionados a via metaboélica
de biossintese da violaceina serdo descritos no proximo item. A regulagdo da expressao dos
genes de biossintese de violaceina em C. violaceum ocorre por meio de um mecanismo
conhecido como quorum sensing.

O mecanismo quorum sensing ¢ um tipo de controle da expressdo génica que pode
atuar simultaneamente em varios genes. Os microrganismos que apresentam este tipo de
controle produzem moléculas sinalizadoras que sio secretadas no meio. A medida que a
populacdo cresce, a concentracao destas moléculas sinalizadoras aumenta. Quando a
concentracao destas moléculas, que sdo capazes de difundir-se livremente para o interior
dos microrganismos, atinge uma dada concentracdo intracelular, a proteina receptora desta
adquire a conformagdo ativa. A forma ativa da proteina receptora atua como um indutor da
expressdo dos genes sob controle do mecanismo quorum sensing. Dessa forma, o controle
da expressdo génica depende da densidade celular (Zhang e Dong, 2004). Em C. violaceum
a proteina receptora da molécula sinalizadora e a enzima produtora desta molécula sdao
codificadas pelos genes cViR e cvil, respectivamente (Taylor, 1997). Na linhagem ATCC
31532 da C. violaceum a molécula sinalizadora é a N-hexanoil-L-homoserina lactona, € na
linhagem ATCC 12472 sdo as moléculas N-hexahoil-L- homoserina lactona, N-(3-

oxohexanoil)-L-homoserina lactona e (N-oxododecanoil)-L-homoserina lactona (Oliveira,
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2006). Outra forma de controle da producdo de violaceina parece estar relacionada a
repressdo catabolica (Oliveira, 2006). Dessa forma, a producdo de violaceina em C.
violaceum ¢ reprimida quando esta é cultivada em meio de cultura contendo glicose.

Dentre as aplicagdes biotecnoldgicas que a violaceina apresenta, pode-se citar a sua
atividade tripanocida (Duran e Menck, 2001) e antibacteriana (Duran et al., 1983).
Verificou-se que a violaceina exibe atividade contra Leishmania amazonensis, o agente
causador da leishmaniose (Leon et al., 2001). A leishmaniose é uma doenga potencialmente
fatal que afeta 12 milhdes de pessoas no mundo. A violaceina também apresenta potencial
como agente anti-viral (Andrighetti-Frohner et al., 2003) além de ser capaz de induzir
células leucémicas a apoptose (Ferreira et al., 2004). Outro fator importante verificado é o
efeito genotdxico que a violaceina apresenta (Andrighetti-Frohner et al., 2006). Esta ¢ uma
caracteristica importante, tendo em vista que esta molécula ou modificacdes desta podem
tornar-se futuros agentes terapé€uticos.

Devido as propriedades da violaceina, estudos relacionados a otimizagdo da
producao deste pigmento tém sido desenvolvidos visando suprir as necessidades de
fornecimento desta molécula para a realizagao de pesquisas. Reilly e Pyne (1927) foram
capazes de obter 6 mg/L de violaceina em uma cultura realizada durante trés semanas. Um
fator importante verificado para a produgdo de violaceina foi a oxigenagdo da cultura e a
origem da peptona utilizada no meio de cultura (Tobie, 1935). Dessa forma, foi possivel a
obtengdo de 25 mg/L de violaceina em culturas de C. violaceum e produtividade de 4
nmol/mL-h (Tobie, 1935). Foi relatado que a producdo de violaceina por C. violaceum BB-
78 pode ser elevada utilizando-se meio de cultura liquido com a adi¢do de L-triptofano,
auséncia de luz e pH 7 a 28°C por 24 h (Riveros et al., 1989). A otimizagdo da producdo de
violaceina por meio do uso de planejamentos fatoriais resultou na obtencao de um fator de
conversao e produtividade de 0,023 g/gMS e 34,79 nmol/mL-h, respectivamente (Mendes
et al., 2001). Outro fator que aumenta o rendimento da produgao de violaceina em culturas
de C. violacem ¢ a utilizacdo de glicerol como fonte de carbono (Oliveira, 2006). A
avaliagdo da producdo de violaceina a partir de microrganismos isolados do mar
demonstrou que uma espécie de Pseudoalteromonas sp. ¢ capaz de produzir grandes
quantidades de violaceina. Este microrganismo, conhecido como Black Beauty ¢ capaz de

produzir 2,1 g/L violaceina bruta em um cultivo de 96 h. Este microrganismo foi
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patenteado (Tan et al., 2004) visando aplicagdes da violaceina como corante para tecidos,

plasticos e alimentos.

3.2. Producao Heterdéloga de Violaceina por Escherichia coli

Um dos primeiros trabalhos que relatam a producao heterologa de violaceina por E.
coli foi realizado por Pemberton et al. (1991). Neste trabalho foi realizada a clonagem de
um fragmento de DNA de 14,5 kpb da C. violaceum. Quando expresso em E. coli e em
varias outras bactérias Gram-negativas, verificou-se acentuada producao do pigmento.
Apbs esta constatacdo comprovou-se que existia compatibilidade entre os codigos genéticos
da E. coli e C. violaceum, além da disponibilidade dos metabolitos necessarios a biossintese
de violaceina.

Durante a realizagdo de estudos relacionados a biossintese de violaceina, Momen e
Hoshino (2000) isolaram um fragmento de DNA com 9 kpb da C. violaceum que foi
expresso em E. coli. As proteinas das células desta cultura foram extraidas possibilitando a
criagdo de um sistema contendo as enzimas necessarias a biossintese da violaceina. Por
meio da adi¢do de L-triptofano a estes extratos foi possivel obter violaceina com uma
concentragdo 40 vezes superior a obtida a partir de culturas de C. violaceum.

O primeiro estudo de caracterizagdo dos genes da via metabolica de produgao de
violaceina de C. violaceum demonstrou que um fragmento de 8 kpb de C. violaceum
clonado em E. coli possuia quatro genes necessarios a producdo de violaceina (August et
al., 2000). Estes genes, conhecidos como VioA, vioB, vioC e vioD, foram classificados
como monoxigenases nucleotideo dependentes. Foi verificado que a desativacao dos genes
ViOA e vioB impossibilitava a produgdo de violaceina em E. coli, e a inativagdo dos genes
vioC ¢ vioD resultava na produgdo dos precursores da violaceina. Observou-se que as
colonias produtoras de violaceina apresentavam fendtipos variaveis. A maioria das colonias
era violeta, sugerindo que as mutagdes realizadas por meio da inser¢do de transposons no
DNA contendo os genes VIOA, vioB, vioC e vioD nao afetou o funcionamento destes.
Entretanto, foram observadas colonias extremamente pequenas e fortemente pigmentadas,
consideradas provaveis super-produtoras de violaceina. Estas colonias super-produtoras de

violaceina, quando repicadas sucessivamente, geravam culturas com grande quantidade de
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colonias brancas nao produtoras do pigmento, sugerindo que a elevada concentracdo
intracelular de violaceina poderia exercer efeito toxico para a célula. Foi observado que as
mutagdes que geravam estas colonias super-produtoras de violaceina nao afetaram os genes
vioB, vioC, e vioD. Estas muta¢des estavam localizadas proximas ao gene ViOA. Por meio
da analise dos mutantes obtidos foi proposta uma via metabdlica para a biossintese da
violaceina, conforme apresentado na Figura 2. Segundo o esquema proposto, a enzima
VioA seria uma triptofano 2-monoxigenase que atuaria no inicio da via de biossintese da

violaceina, convertendo L-triptofano em &cido 3-indol piravico. A enzima VioB seria uma
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Figura 2. Esquema da via metabolica de biossintese da violaceina proposta por August et al. (2000). Figura
obtida a partir de Oliveira (2006).
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policetideo sintase que atuaria na modificagdo da por¢ao do anel inddlico do L-triptofano e
na condensacdo de duas moléculas modificadas de L-triptofano. A enzima VioC seria uma
monoxigenase responsavel pela oxigenacao da proviolaceina a desoxiviolaceina, e a enzima
VioD seria responsavel pela conversao do L-triptofano em 5-hidroxi triptofano.

A produgao heterdloga de violaceina em E. coli também foi possivel a partir do
DNA proveniente de amostras ambientais (Brady et al., 2001). A partir do isolamento de
uma amostra de DNA ambiental e constru¢do de uma biblioteca com a utilizagdo de
cosmidios, foi possivel o isolamento de uma colonia com pigmentagdo escura. Por meio do
seqiienciamento do DNA do cosmidio desta coldnia verificou-se que esta possuia um
fragmento de DNA de 6,7 kpb contendo genes similares a VioA, vioB, vioC e vioD de C.
violaceum. Mutagdes realizadas neste cosmidio por meio da inser¢do de transposons
permitiram a obteng@o de colonias com fenoétipos distintos, como colonias com coloragao
azul escuro e verde. Observou-se que o crescimento de colonias com forte pigmentagao
azul escura ocorria devido as mutacdes realizadas na regido a montante do gene VIOA, e as
mutagdes que geravam coldnias verdes se localizavam no gene vioC e na regido final do
gene VioB. A caracterizagdo dos pigmentos das colonias escuras demonstrou que estes eram
violaceina e desoxiviolaceina.

As vias metabdlicas de biossintese da violaceina e de indocarbazdis possuem
caracteristicas semelhantes, como a fusdo de duas moléculas de L-triptofano. Estas
caracteristicas motivaram Sanchez et al. (2006) no estudo de combinagdes dos genes das
vias metabdlicas de producgdo de violaceina e indocarbazéis visando a obtencao de novos
agentes antitumorais. Apesar da ndo obtencdo de novos compostos antitumorais, descobriu-
se que um pequeno quadro de leitura situado a montante do gene vioD em C. violaceum, a
ORF (open reading frame) CV3270 ¢ essencial para a produgdo de violaceina em E. coli.
Foi constatado que esta ORF codifica uma proteina importante na via de biossintese de
violaceina, exercendo papel fundamental na realizagdo do 1,2 shift do anel inddlico da
molécula de L-triptofano, como apresentado na Figura 3. Esta ORF foi nomeada de gene
VIOE. Dessa forma, a auséncia do gene VIOE impossibilita a produgdo violaceina em E. coli.
Nesse estudo, foi obtido um plasmidio contendo os genes do operon VIOABCDE sob
controle do promotor lac. Culturas da E. coli portadora deste plasmidio realizadas em meio

de cultura contendo indutor para a expressdo dos genes VIOABCDE, geraram coldnias
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descritas como hiper-produtoras de violaceina. Da mesma forma observada por August et
al. (2000), repiques sucessivos destas colonias em meio de cultura contendo indutor,
geravam colonias brancas ndo produtoras de violaceina devido ao provavel efeito toxico
desta molécula. A partir deste estudo foi proposta uma nova via de biossintese da
violaceina, conforme apresentado na Figura 3.

Na via proposta por Sanchez et al. (2006) ndo esta presente o intermediario 5-
hidroxi triptofano descrito por August et al. (2000). Um dos fatores que sugerem que o
intermedidrio 5-hidroxi triptofano faga parte da via metabolica de biossintese da violaceina
deve-se a capacidade que a C. violaceum possui de produzir este composto (Letendre et al.,
1974), e devido a incorporagdo deste a molécula de violaceina. As caracteristicas da enzima
responsavel pela sintese de 5-hidroxi triptofano e as da VioD, baseando-se na comparacao
de seqiiéncias, sugerem que estas ndo se tratam da mesma proteina (Sanchez et al., 2006).
Foi verificado que a taxa de incorporagao do 5-hidroxi triptofano na molécula de violaceina

foi de 8% contra 42% verificada para a incorporagio do L-triptofano (Hoshino et al., 1987).
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Figura 3. Via metabolica de biossintese da violaceina proposta por Sanchez et al. (2006). O grupamento R na
molécula de acido 3-indol pirtvico corresponde a um grupamento imina ou cetona. O 1,2 shift indicado pelo *
consiste na alteragdo de uma das moléculas de 4cido 3-indol piravico indicada pelos carbonos marcados com
e ¢ m na prodeoxiviolaceina.
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Se o L-triptofano fosse convertido em 5-hidroxi triptofano na via metabdlica de
biossintese da violaceina em C. violaceum, como sugerido por August et al. (2000), poderia
se esperar que as taxas de incorporagdo do 5-hidroxi triptofano na violaceina estivessem
mais proximas das taxas observadas para o L-triptofano. Além disso, a maior parte do 5-
hidroxi triptofano ¢ convertida em oxiviolaceina, um composto normalmente nao
encontrado em C. violaceum (Hoshino e Ogasawara, 1990). Dessa forma conclui-se que a
incorporagdo do 5-hidroxi triptofano na violaceina deve-se as altas concentracdes deste
composto adicionadas ao meio de cultura. Nestas condigdes, a maior parte do 5-hidroxi
triptofano ¢ convertida em oxiviolaceina, um metabdlito que ndo ocorre naturalmente em C.
violaceum. Baseado nestes argumentos, Sanchez et al. (2006) propuseram que o 5-hidroxi
triptofano nao faz parte da via de biossintese de violaceina, embora possa ser incorporado
neste pigmento devido a flexibilidade das enzimas.

Por meio da expressdo heterdloga dos genes VIOABCDE, Balibar e Walsh (2006)
foram capazes de produzir e purificar as enzimas VioA-E. A partir das enzimas purificadas
foi possivel reconstituir a via de biossintese da violaceina in vitro (Figura 4). Foi constatado
que a flavo enzima VioA e a heme proteina VioB atuam em conjunto na oxidagdo e
dimerizagao do L-triptofano, gerando um intermedidrio desconhecido que ¢ convertido no
acido cromopirroélico. Na presenga da enzima VioE, este intermediario sofre o 1,2 shift do
anel indolico gerando a prodesoxiviolaceina. A enzima VioD hidroxila um dos anéis
indolicos na posigdo 5 gerando proviolaceina, que entdo sofre agdo da enzima VioC no
outro anel inddlico na posi¢do 2 gerando violaceina, conforme apresentado na Figura 4. A
reacdo realizada pela enzima VioE foi analisada por Asamizu et al. (2007). Verificou-se
que apdés a agdo da enzima VioB, a forma imina do 4cido 3-indol piruvico gera um
composto desconhecido que pode converter-se espontaneamente em acido cromopirrolico,

ou pode ser convertido em prodeoxiviolaceina pela agdao da VioE.

3.3. Promotor araBAD

O metabolismo da L-arabinose em E. coli ocorre por meio da via metabodlica
codificada pelos genes araB, araA e araD. Estes genes estdo organizados no genoma da E.

coli na forma de um operon conhecido por araBAD. Os genes araB, araA e araC codificam
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as enzimas L-ribuloquinase, L-arabinose isomerase e L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase,
respectivamente. O catabolismo da L-arabinose inicia-se com seu transporte para o interior
da célula por meio dos sistemas de transporte da L-arabinose codificados pelos genes arakE
¢ araFGH (Khlebnikov et al., 2000). No interior da célula a L-arabinose é convertida em L-
ribulose pela enzima L-arabinose isomerase. A L-ribulose € convertida em L-ribulose 5-
fosfato pela L-ribuloquinase e finalmente a L-ribulose 5-fosfato ¢ convertida em D-xilulose
5-fosfato pela L-ribulose-5-fosfato-4-epimerase. Este ultimo produto € entdo metabolizado
na via das pentoses.

O promotor araBAD, também conhecido como Pgpap, controla a transcricdo dos
genes araBAD. A transcricdo a partir desse promotor € controlada por uma proteina
reguladora codificada pelo gene araC. Este gene localiza-se a montante do operon araBAD.
Os mecanismos de regulacdo da transcricdo dos genes araBAD a partir do Pgap estdo

descritos em maiores detalhes no proximo item.
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Figura 4. Via metabolica de biossintese da violaceina proposta por Balibar e Walsh (2006).
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3.3.1. Regulacgao da transcrigcao do operon araBAD

O operon araBAD situa-se a jusante do gene araC. A transcri¢cdo destes ocorre de
forma divergente, conforme esta esquematizado na Figura 5B. A regulagdo da transcri¢ao
dos genes do operon araBAD a partir do promotor Pgap esta sujeita a duas formas de
controle em E. coli. Estes controles ocorrem por meio da proteina regulatoria AraC e da
repressao catabolica.

A proteina AraC apresenta-se na forma dimérica in vivo. Este dimero pode estar na
conformagdo P1 ou P2, dependendo das condigdes intracelulares, conforme apresentado na
Figura 5A. Na auséncia de L-arabinose a proteina AraC adquire a forma P1 e atua como
repressora dos promotores Pgap € do promotor do seu proprio gene (promotor Pc). Na
forma P1 a proteina AraC liga-se preferencialmente no operador araO, e no sitio aral,
(Figura 5B) curvando o DNA. Dessa forma ocorre a repressdo da transcri¢do do operon
araBAD e do gene araC devido ao impedimento da ligagdo da proteina AraC na forma P2
para ativagdo da transcri¢cao, como demonstra a Figura 5C. Quando a concentracao de AraC
estiver muito elevada, também pode ocorrer a repressdo do gene araC pela ligacdo desta
proteina no operador araO;. Na presenca de L-arabinose e auséncia de glicose, a L-
arabinose ¢ transportada para o interior da célula por meio dos transportadores codificados
pelos genes arak e araFGH. A presenga de L-arabinose no interior da célula faz com que a
proteina AraC adquira a forma P2. Na forma P2, esta proteina atua como ativadora da
transcri¢do do promotor Pc e dos promotores Pgap € Pr (Khlebnikov et al., 2002). A forma
P2 da AraC possui maior afinidade pelos sitos aral, e aral,, e ao ligar-se a estes sitios esta
proteina induz a transcricao dos genes araBAD.

O metabolismo da L-arabinose em E. coli também estd sujeito a repressio
catabdlica. Dessa forma, quando outra fonte de carbono e energia preferencial estiver
disponivel, como a glicose, o catabolismo da L-arabinose sera reprimido devido a auséncia
de adenosina monofosfato ciclica (cAMP). Na auséncia de uma fonte de carbono
preferencial e na presenga de L-arabinose, os niveis intracelulares de cAMP tornam-se
elevados. O cAMP pode entdo ligar-se a proteina ativadora do catabolismo (proteina CAP

ou CRP), e este complexo induz a transcrigdo do promotor Pgap.
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Figura 5. Mecanismo de controle da transcrigdo do operon araBAD e do gene araC. A) Conformagdes da
proteina AraC. B) Organizagdo do operon araBAD e do gene araC em E. coli. C) Promotores Pgap € Pc nas
formas reprimidas e ativas. Ilustragdo modificada a partir de Moat et al. (2002).

3.3.2. Aplicagoes do promotor Pgap

Caracteristicas como a rapida inducao na presenga de L-arabinose e rapida repressao
na auséncia desta molécula tornaram o promotor Pgap alvo de estudos visando aplicagdes
onde € necessario se ter o controle dos niveis de expressdao dos genes estudados. A analise
do promotor Pgap demonstrou que este pode ser reprimido rapidamente, permitindo o
estudo das conseqiiéncias que a auséncia subita da produgdo de certas proteinas pode
ocasionar na fisiologia dos organismos. Entretanto, foi verificado que o nivel de repressao
fornecido pelo Pgap pode ndo ser completo, permitindo que o gene em estudo ainda possa
ser expresso em niveis muito baixos (Guzman et al., 1995). Este efeito ocorre

principalmente em células que sofreram repressdo apds um periodo de forte indugdo
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com elevadas concentra¢des de L-arabinose. Nos casos em que as células de E. coli foram
induzidas com baixas concentragdes de L-arabinose, a posterior repressao do promotor Pgap
atinge maiores niveis (Guzman et al., 1995).

Vetores que utilizam o promotor Pgap juntamente com o gene araC permitem que
este sistema seja utilizado para a expressao de diversos genes. Um vetor contendo o Pgap €
o gene araC de E. coli foi expresso com sucesso em Agrobacterium tumefaciens. Nesta
bactéria, o nivel de controle da expressao com o promotor Pgap foi significativo, porém nao
tanto quanto o nivel observado em E. coli (Newman e Fuqua, 1999).

Estudos sobre o Pgap relatam que os niveis de expressdao dos genes sob controle
deste promotor estariam diretamente relacionados a concentracdo de L-arabinose utilizada
no meio de cultura (Guzman et al., 1995), contudo, verificou-se posteriormente que o
promotor Ppap estava sujeito a uma forma de regulagdo conhecida como indugao
autocatalitica (Siegele e Hu, 1997). Neste tipo de inducdo, o controle da transcri¢cao do gene
da proteina transportadora do substrato, no caso do Pgap 0s genes arak e araFGH; também
estaria sob controle da mesma molécula que estas proteinas transportam para o interior da
célula. Dessa forma, os genes de transporte da L-arabinose estariam ativos somente quando
uma dada concentra¢do de L-arabinose fosse atingida no interior da célula. Ao atingir esta
concentracdo, a célula passaria a expressar as proteinas de transporte da L-arabinose, € os
niveis intracelulares desta molécula se elevariam, induzindo assim o promotor Pgap € 0s
promotores dos genes de transporte. Esta forma de controle gera populagdes de células nas
quais uma fracdo estda completamente induzida e outra ndo estd induzida. As células que
atingirem o limiar de L-arabinose necessario para ativar a expressao dos genes de transporte
serdo capazes de induzir o Pgap, € as demais células permanecerdo nao induzidas

(Khlebnikov et al., 2002).

3.4. Linguagem de Programacao Perl

A linguagem de programacao Practical Extraction and Report Language, conhecida
como Perl, foi criada por Larry Wall. Dentre as linguagens de programagao, a Perl foi
selecionada para o desenvolvimento de programas de bioinformatica devido as suas

caracteristicas. Além de esta linguagem ser eficiente do ponto de vista do programador, o
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que significa obter um programa funcional com a utilizagdo de poucas linhas de co6digo;
esta possui ferramentas especialmente desenvolvidas para a analise padrdes em seqiiéncias
de texto. Esta ¢ a principal caracteristica necessaria para analise da grande quantidade de
informagdes contidas seqiiéncias de DNA obtidas por meio dos projetos de seqlienciamento
(Gibas e Jambeck, 2001).

A Perl tem sido utilizada por varias institui¢des de pesquisa e universidades para o
desenvolvimento de programas visando solucionar problemas especificos na area das
ciéncias da vida. Dessa forma, muitos programas foram desenvolvidos para diversas
aplicagdes e, frequentemente, varios destes foram criados visando solucionar o mesmo
problema. Dentro desse contexto, foi desenvolvido o projeto Bioperl (Stajich et al., 2002).
O projeto Bioperl consiste de um conjunto de mddulos escritos em Perl, desenvolvidos para
solucionar problemas em diversas areas da biologia, como por exemplo, 0 armazenamento
e analise de seqiiéncias de proteinas e de DNA. A idéia basica do projeto Bioperl consiste
em evitar que programas desenvolvidos para uma determinada tarefa sejam reescritos, mas
que os programas ja existentes sejam organizados e disponibilizados gratuitamente por
meio da internet, de forma que estes sejam utilizados, eventualmente melhorados e
novamente disponibilizados. Dessa forma, por meio da colaboragdo da comunidade
internacional de bidlogos, bioinformatas, cientistas da computagdo, etc.; foi criada uma
base de dados publica que disponibiliza modulos para as mais diversas aplicagdes. Dentre
os modulos desenvolvidos existem ferramentas especificas para o alinhamento local e
global de seqiiéncias de DNA, ferramentas para a extragdo de informacdes de arquivos
contendo resultados do Blast (Altschul et al., 1990), entre outras.

O interpretador da linguagem Perl pode ser adquirido gratuitamente por meio da
internet na pagina http://www.perl.com. Neste endereco existem tutoriais para auxiliar os
interessados em desenvolver programas nesta linguagem. Os modulos e tutoriais sobre o
projeto Bioperl podem ser obtidos na pagina http://www.bioperl.org. Uma introdugdo a
linguagem Perl para aplicagdes em bioinformatica pode ser obtida em Tisdall (2001), e para

estudos avancados em Tisdall (2003).



CAPITULO 4 - Materiais e Métodos

4.1. Procedimentos Computacionais

4.1.1. Obtencao das seqliéncias nucleotidicas

A seqiiéncia nucleotidica do plasmidio pPBADMycHisB foi obtida no site da
empresa Invitrogen no endereco http://www.invitrogen.com (item 7.1). Este plasmidio,
esquematizado na Figura 6, foi selecionado por permitir a substituicdo do promotor de um
dado gene, pelo promotor araBAD (Pgap). O Ppap localiza-se a montante do sitio de
restrigdo multipla do plasmidio pPBADMycHisB permitindo o controle da expressdo de
genes inseridos neste plasmidio. Este promotor pode ser induzido a iniciar a transcrigao,

por meio da adicdo do carboidrato L-arabinose ao meio de cultura onde se cultiva o
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Figura 6. Plasmidio pPBADMycHisB.
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microrganismo portador deste plasmidio. Assim, ¢ possivel controlar a expressao de genes
inseridos no plasmidio pPBADMycHisB por meio da utilizagdo de diferentes concentragdes
de L-arabinose no meio de cultura.

As seqiiéncias nucleotidicas do operon VIOABCD e do gene VIOE da bactéria
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (itens 7.2 e 7.3) foram obtidas no site do
Brazilian Genome, Virtual Institute of Genomic Research no enderego www.brgene.Incc.br
e no National Center for Biotechnology Information no  endereco
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Todas as seqiiéncias nucleotidicas obtidas foram convertidas

para o formato fasta para posterior utilizagao.

4.1.2. Determinagao dos sitios de restricdo presentes no plasmidio e

no operon VioABCD

O desenho dos iniciadores usados para a amplificacdo do operon VIOABCD foi
realizado utilizando-se como DNA alvo um amplicon obtido anteriormente pela
amplificagdo da seqiiéncia nucleotidica do operon VioABCD de C. violaceum ATCC 12472.
Este amplicon possui 6986 pb, com 114 pb a montante da regido -1 do gene VioA e 132 bp a
jusante do terminador de tradugdo do gene VioD. Os iniciadores adiante e
reverso utilizados para a obtencao deste amplicon foram
5’ACGAAAGGCAGCATCCCGATTCC3’ e 5’ GCGCTCGTAGTCGAACCAGCAGTAG
3’, respectivamente (Demétrio, 2006).

Com intuito de avaliar quais enzimas de restricdo poderiam ser utilizadas para a
clonagem direcional do operon ViOABCD no plasmidio pPBADMycHisB, foram verificados
os sitios de restricdo que ocorrem no sitio de restricdo multipla desse plasmidio. Para
realizar esta tarefa foi utilizado o programa Jellyfish 1.5., como descrito no item 7.4. Este
procedimento também foi realizado com a seqiiéncia nucleotidica do operon VioOABCD,
porém foram selecionados os sitios para enzimas de restricdo que ocorreram fora dos
quadros abertos de leitura dos genes do operon VIOABCD, pois estes sdo os provaveis sitios
para enzimas de restrigdo que poderiam viabilizar a inser¢do desse operon no plasmidio

pBADMycHisB.
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4.1.3. Busca por sitios de restricao parcialmente conservados no

operon VioABCD

Com intuito de encontrar sitios de restricdo parcialmente conservados no operon
VIOABCD e regides a montante e jusante desta seqiiéncia de DNA, foi desenvolvido um
programa (item 7.6) em linguagem de programacdo Perl. A localizagdo destes sitios de
restricdo permitiu avaliar a possibilidade do desenho de iniciadores portadores de mutagdes.
Assim, seria possivel inserir as mutagdes necessarias para reconstrugdo do sitio de restrigao
no amplicon obtido a partir da amplificagdo do DNA alvo, possibilitando a utilizacdo deste
na clonagem direcional do operon VIOABCD no plasmidio pBADMycHisB. Os
procedimentos realizados nesta etapa estao descritos em maiores detalhes no item 7.5.

Posteriormente foram avaliados os ajustes dos quadros abertos de leitura. Apos as
clivagens enzimaticas nas posi¢des dos sitios de restricdo parcialmente conservados e dos
intactos obtidos neste e no item 4.1.2, o quadro de leitura do gene ViOA destas seqiiéncias
foi avaliado em relagdo ao quadro de leitura do promotor Pgap do plasmidio

pBADMycHisB, como descrito no item 7.7.

4.1.4. Desenho de iniciadores para clonagem direcional do operon

VioABCD e do gene VvioE

O programa Oligo 6.68 foi utilizado para o desenho de iniciadores utilizados para a
amplificacdo do operon VIOABCD e do gene VIOE. Os parametros fisico-quimicos dos
iniciadores foram determinados de forma a satisfazer as recomendagbes da literatura
(Sambrook e Russell, 2001). Os procedimentos realizados para o desenho de iniciadores
estdo descritos em maiores detalhes no item 7.8. Optou-se pela utilizacdo da PCR em duas

temperaturas (Beckedorff, 2006).
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4.2. Procedimentos Experimentais

Os detalhes para a obtengdo dos meios de cultura e das solugdes utilizadas nos

procedimentos experimentais estdo descritos em detalhes nos Anexos.

4.2.1. Amplificagao do operon vioABCD por PCR

Com intuito de clonar o operon vioABCD da bactéria C. violaceum ATCC 12472 no
plasmidio pPBADMycHisB, foi necessaria a amplificacdo deste operon por meio da reagao
em cadeia da polimerase aninhada (PCR aninhada). As primeiras rea¢des de PCR foram
compostas por 20 ng da extragdo do DNA gendmico da bactéria C. violaceum ATCC 12472
(a extragdo do DNA gendmico da bactéria C. violaceum ATCC 12472 foi realizada com o
kit GenomicPrepTM Cells and Tissue DNA Isolation, Amersham Biosciences EUA,
segundo o protocolo do fabricante), 60 mM de Tris-SO4 pH 8,9, 18 mM de sulfato de
amonio, 500 nM do iniciador adiante 5’ ACGAAAGGCAGCATCCCGATTCC3’, 500 nM
do iniciador reverso 5’GCGCTCGTAGTCGAACCAGCAGTAG3’, 0,25 U de Platinum
Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, EUA), 200 nM de dNTPs, 2 mM de
sulfato de magnésio, 4,975% (v/v) de dimetil sulfoxido (Sigma-Aldrich, EUA) e
quantidade suficiente de dgua ultra pura para completar 20 pL. Foram realizadas cinco
reacdes de PCR, nas quais foram utilizadas diferentes temperaturas de extensdo. O
programa utilizado no termociclador (Mastercycler Gradient, eppendorf Alemanha) foi de
94°C por 3 min para a desnaturagdo inicial, e 40 ciclos de 94°C por 30 s e temperaturas de
extensao de 68, 69,6, 71,3, 72,8, ¢ 74,1°C por 8,5 min. A extensao final foi realizada a 72°C
por 17 s e o resfriamento a 10°C. Os produtos das rea¢des foram avaliados por meio de uma
eletroforese em gel de agarose como descrito no item 7.12 e acondicionados a -20°C.

O produto destas reagdes de PCR foi posteriormente utilizado como DNA molde
para uma nova rea¢cdo de PCR, visando a obten¢do de grande quantidade do amplicon do
operon VIOABCD flanqueado por sitios de restricdo inseridos pelo uso de iniciadores
contendo as mutagdes apropriadas. Para tanto, foram realizadas 30 reagdes de PCR. Cada
reacdo foi composta de 1 pL. do produto das rea¢des de PCR descritas acima, diluido trés

vezes, 60 mM de Tris-SO4 pH 8,9, 18 mM de sulfato de amoénio, 500 nM do iniciador
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adiante, 500 nM do iniciador reverso (determinados no item 4.1.4), 0,25 U de Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, EUA), 200 nM de dNTPs, 2 mM de sulfato de
magnésio, 4,975% (v/v) de dimetil sulfoxido (Sigma-Aldrich, EUA) e quantidade suficiente
de 4gua ultra pura para 20 pL. O programa utilizado no termociclador (Mastercycler
gradient, eppendorf Alemanha) foi de 94°C por 3 min para a desnaturacdo inicial, e 25
ciclos de 94°C por 30 s e 69°C por 8,5 min. A extensao final foi realizada a 72°C por 17 s,
os tubos foram resfriados a 10°C até o momento em que os produtos das reagdes foram
reunidos em um tnico tubo que foi acondicionado a -20°C.

O produto das rea¢des de PCR foi avaliado por meio de uma eletroforese em gel de
agarose como descrito no item 7.12, porém foi utilizado tampao TEB (item 7.9.3) em vez
de tampao TAE, e condi¢des de corrida de 90 min a 60 V e 60 mA. Este produto foi entdo
purificado com o kit GFX™ DNA and Gel Band Purification, Amersham Biosciences
EUA, conforme o protocolo do fabricante. Uma aliquota de 1 pL deste produto, foi
avaliada por meio de uma eletroforese para verificagdo da concentragdo do DNA, como

descrito anteriormente.

4.2.2. Extracao de plasmidios

A bactéria E. coli DHS5a portadora do plasmidio pPBADMycHisB, de agora em
diante referida como E. coli DH5a (pBADMycHisB), foi inoculada em uma placa de Petri
contendo meio de cultura LB sdlido suplementado com 100 pg/mL do antibidtico
ampicilina. O inoculo foi obtido a partir de um estoque conservado a -80°C. A placa de
Petri inoculada foi incubada a 37°C por 24 h. Apos este periodo, uma colonia isolada da E.
coli DH5a (pBADMycHisB) foi inoculada em um frasco de Erlenmeyer de 125 mL
contendo 30 mL de meio de cultura LB liquido suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina. Esta cultura foi incubada em uma estufa com agitacao orbital a 37°C e 150 rpm
por 24 h. Aliquotas de 1,5 mL desta cultura foram adicionadas a microtubos de 1,5 mL
previamente autoclavados (20 min a 121°C, 1,5 atm) e precipitadas por centrifugagdo a
14000-g por 1 min em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram descartados, e aos
precipitados de cada um dos microtubos foram adicionados 100 pL de solugdo I. Esta

solugdo ¢ composta de 50 mM de D-glicose, 25 mM de Tris-HCl pH 8 e 10 mM de EDTA.
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Os precipitados foram ressuspensos, € a cada um dos tubos foram adicionados 200 puL da
solucgdo II. Os tubos foram invertidos por sete vezes. A solugao II é composta de 0,1 M de
NaOH e 0,5% (m/v) de SDS. Esta solugdo foi preparada imediatamente antes do uso, pela
mistura de partes iguais de solugdes de 0,2 M de NaOH e 1% (m/v) de SDS. Apos a adicao
da solugdo II, o conteudo dos microtubos se tornou esbranquigado. Posteriormente, a cada
um dos microtubos foram adicionados 200 pL da solugdo III, composta de 3 M de acetato
de potassio e 11,5% (v/v) de acido acético. Os microtubos foram entdo invertidos por sete
vezes, e incubados em gelo por 5 min. Apos este periodo, foram adicionados 500 uL de
LiCl 5 M a cada um dos tubos e estes foram invertidos cinco vezes. Os tubos foram
centrifugados a 14000-g por 10 min a temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo, foram
transferidos 900 uL. do sobrenadante de cada um dos microtubos, para novos microtubos de
1,5 mL, livres das enzimas DNAase, RNAse e pirogénicos, e previamente autoclavados (20
min a 121°C, 1,5 atm). Com intuito de precipitar o DNA plasmidial, a cada um dos
microtubos foram adicionados 600 puL de isopropanol, e estes foram invertidos por dez
vezes e entdo centrifugados a 14000-g por 10 min a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes dos seis tubos foram descartados, e ao precipitado formado em cada um dos
tubos foi adicionado 1 mL de etanol 70% (v/v) previamente resfriado a 0°C, e o conteudo
de cada um dos tubos foi misturado por inversao 5 vezes. Os microtubos foram novamente
centrifugados a 14000-g por 2 min a temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram
descartados, os microtubos foram colocados abertos em posi¢do invertida sobre uma
camada de papel toalha para que secassem. Posteriormente, a cada um dos microtubos
foram adicionados 40 pL de tampao TE (10 mM de Tris HCl e 1 mM de EDTA, pH 8) e
2,5 uL de RNAse A (4 mg/mL). Os tubos foram entdo incubados em uma estufa a 55°C por
15 min, e finalmente armazenados a -20°C. Foram realizadas dezoito extragdes.

O produto das extracdes do plasmidio pBADMycHisB foi reunido em um unico
microtubo e entdo purificado com a utilizagio do kit GFX™ DNA and Gel Band
Purification, Amersham Biosciences EUA, conforme o protocolo do fabricante. Uma
aliquota de 2 pL do plasmidio pPBADMycHisB purificado, foi avaliada por meio de uma
eletroforese para verificagdo da pureza e concentragdo deste, como descrito no item 7.12.
Foi utilizado tampao TEB (item 7.9.3) em vez do tampao TAE na eletroforese, e condi¢des

de 60 V ¢ 60 mA por 90 min. Uma estimativa da concentragdo do plasmidio
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pBADMycHisB foi obtida por meio da comparagao intensidade da banda formada por este,

em relagdo as bandas do marcador de peso molecular A/HindIII.

4.2.3. Digestao enzimatica do amplicon VioABCD e do plasmidio
pBADMycHisB

Visando clonar o amplicon VIOABCD no plasmidio pPBADMycHisB, estes foram
digeridos enzimaticamente com as enzimas de restricdo determinadas no item 4.1.4.
Inicialmente foi realizada a digestao do plasmidio pPBADMycHisB. A reacao de digestao
foi composta de 12 ug do plasmidio pPBADMycHisB, 20 mM de Tris-HCI pH 7,4, 5 mM de
MgCl,, 50 mM de KCI, 120 U de Xhol (Invitrogen, EUA) e agua ultra pura suficiente para
completar 240 pL. A reacdo de digestdo foi incubada a 37°C por 6 h. Apds o periodo, o
produto da digestdo enzimatica foi purificado com o kit GFX'™ DNA and Gel Band
Purification (Amersham Biosciences, EUA) conforme o protocolo do fabricante. Uma
aliquota de 1 pL do produto da reacdo de digestdo do plasmidio pBADMycHisB foi
avaliada por meio de uma eletroforese em gel de agarose. Apos a avaliagdo da concentracao
e especificidade do produto da reacdo de digestdo, o plasmidio pPBADMycHisB digerido
com a enzima de restri¢do Xhol, de agora em diante nomeado de pPBADMycHisB_Xhol, foi
digerido enzimaticamente com a enzima de restricdo Kpnl. Para tanto, foi realizada uma
reagdo de digestdo contendo 8 pg do pBADMycHisB Xhol, 20 mM de Tris-HCI pH 7,4, 5
mM de MgCl,, 50 mM de KCl, 80 U de KpnI (Invitrogen, EUA) e quantidade suficiente de
agua ultra pura para completar 120 pL. A reacdo foi incubada a 37°C por 4 h.
Posteriormente, o produto da reacdo de digestdo enzimatica foi purificado com o kit e
avaliado por meio de eletroforese.

A digestdo enzimatica do amplicon VIOABCD foi realizada de forma semelhante a
do plasmidio pPBADMycHisB. Na primeira etapa da digestdo a reacao foi composta de 8,4
ng do amplicon VioABCD, 10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 10 mM de MgCl,, 100 mM de KCl,
0,1 mg/mL de BSA, 84 U da enzima Xhol (Fermentas, Canadd) e agua ultra pura suficiente
para completar 240 pL. A reacgdo foi incubada a 37°C por 6 h. O produto da reacdo de
digestao foi purificado e a concentracdo do DNA e especificidade da digestdo enzimatica
foram avaliadas por meio de uma eletroforese em gel de agarose. Na segunda etapa da

reagdo de digestdo, o amplicon VIOABCD Xhol foi digerido com a enzima de restrigdo
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Kpnl. A reagdo foi composta por 7,5 pg do amplicon VioABCD_Xhol, 20 mM de Tris-HCI
pH 7,4, 5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 45 U de Kpnl (Invitrogen, EUA) e quantidade
suficiente de 4gua ultra pura para completar 120 pL. A reagado foi incubada a 37°C por 4 h.
O produto da rea¢do de digestdo foi purificado com a utilizagdo do kit GFX™ DNA and
Gel Band Purification (Amersham Biosciences, EUA), conforme o protocolo do fabricante.
A concentragdo e especificidade da digestdo foram avaliadas por meio de uma eletroforese
em gel de agarose, como descrito acima, e condi¢des de eletroforese de 70 V e 70 mA por

30 min.

4.2.4.Ligagcao enzimatica do amplicon VioOABCD ao plasmidio
pBADMycHisB

Foram realizados seis tratamentos nas reagdes de ligacdo. Em cada reacdo foram
utilizadas diferentes relagdes de plasmidio e inserto. As relagdes utilizadas foram: 2:1, 1:1,
1:2, 1:3, 1:4 e 1:0 (controle) de plasmidio e inserto, respectivamente. Cada reagdo foi
composta de 0,5 U de T4 DNA ligase, 50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 10 mM de MgCl,, 1
mM de ATP, 1 mM de DDT, 5% (m/v) de polietilenoglicol 8000, 12 ng do plasmidio
pBADMycHisB digerido com Xhol e Kpnl como descrito no item 4.2.3, diferentes massas
do operon VIOABCD digerido obtido no item 4.2.3 e quantidade suficiente de agua ultra
pura para completar 20 puL. As massas do operon VIOABCD digerido utilizadas foram
10,875 ng, 21,75 ng, 43,5 ng, 65,25 ng, 87 ng ¢ 0 ng, para as reacdes com proporc¢des de
2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:0 (controle), respectivamente. Os calculos realizados para a
determinagdo da massa de DNA correspondente a determinada quantidade de moléculas

foram baseados no numero de nucleotideos presentes no vetor e no amplicon.

Antes da adi¢do da T4 DNA Ligase de do ATP, cada uma das reagdes de ligacao foi
aquecida a 45°C por 5 min e resfriada a 0°C por 5 min. Apds a adicdo da T4 DNA Ligase
de do ATP, as reacdes foram incubadas a 14°C por 18 h até o momento em que foram

utilizadas nos procedimentos de transformagao.
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4.2.5. Transformagao da E. coli DH10B com o produto da ligagao do
amplicon VvioABCD ao plasmidio pBADMycHisB (plasmidio
pBvioABCD)

Aliquotas de 10 pL dos produtos das reagdes de ligacdo foram utilizados para
transformar células competentes da bactéria E. coli DH10B. Os procedimentos de obtengdo
de células competentes e transformagdo foram realizados como descrito nos itens 7.10 e
7.11 dos Anexos, respectivamente, porém as células transformantes foram inoculadas em
meio de cultura com suplementagdo de 0,1 ou 0,005% (m/v) de L-arabinose. Apos o
periodo de incubagdo foi avaliado o surgimento de colonias com coloragao roxa indicando
produgao de violaceina.

Posteriormente foram realizados experimentos visando avaliar se a inser¢do dos
genes no plasmidio ocorreu corretamente. Foram selecionados seis transformantes que
foram cultivados e tiveram seus plasmidios extraidos, como descrito no item 4.2.2.
Aliquotas dos produtos das extragdes foram digeridas com a enzima de restrigao HindIII
visando avaliar o comprimento dos plasmidios que mais se aproximava do comprimento
previsto computacionalmente para o produto da liga¢do do operon VIOABCD ao plasmidio
pBADMycHisB. As reacdes de digestdo foram compostas de 5 pL dos plasmidios
extraidos, 50 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM de MgCl,, 50 mM de NaCl, 5 U de HindIII
e quantidade suficiente de agua ultra pura para 10 pL. As reagdes foram incubadas a 37°C
por 1,5 h. Os produtos das digestdes enzimaticas foram avaliados por meio de uma
eletroforese em gel de agarose, como descrito no item 7.12. Foi utilizado tampao TEB
(item 7.9.3) em vez do tampao TAE na eletroforese.

Os plasmidios que apresentaram comprimentos proximos ao verificado
computacionalmente pela ligagdo do operon VIOABCD ao plasmidio pPBADMycHisB foram
utilizados como DNA molde em uma reagdo de PCR para a amplificacdo do gene vioC.
Este teste foi realizado para avaliar a presenca do gene vVioC no plasmidio pPBADMycHisB
como indicio da inser¢do do operon VIOABCD neste plasmidio. Cada reacdo de PCR foi
composta por 0,5 uL. dos produtos das extragdes dos plasmidios descritas acima e diluigdes
de 1:9 e 1:19. Como controle positivo, foi utilizado como DNA alvo 0,5 pL. do produto da

primeira reacdo de PCR realizada com o operon VIOABCD, descrito no item 4.2.1. Foram



Materiais e Métodos 30

utilizados 500 nM do iniciador adiante 5’ GCTGATGTTCGCGATGATGG3’, 500 nM do
iniciador reverso 5’GGCTGAATCCGCAGTTCCTG3’ (Demétrio, 2006), 20 mM de Tris-
HCI (pH 8.4), 50 mM de KClI, 0,5 U de Taqg DNA polimerase, 200 uM de dNTPs, 5 mM de
MgCl,, 3,98% (v/v) de dimetil sulféxido e quantidade suficiente de dgua ultra pura para
completar 10 pL. O programa utilizado no termociclador foi de 94°C por 3 min, 25 ciclos
de 94°C por 30 s e 69°C por 3,75 min, extensdo final a 72°C por 6 min e resfriamento a
10°C até o momento em que os tubos foram acondicionados a -20°C. Posteriormente,
aliquotas de 5 pL do produto das reacdes de PCR foram avaliados por meio de uma
eletroforese em gel de agarose, como descrito no item 7.12. Foi utilizado tampao TEB
(item 7.9.3) em vez do tampao TAE na eletroforese.

Os plasmidios dos transformantes a partir dos quais foi possivel a amplificacdo do
gene VioC, foram selecionados para serem seqiienciados (seqiienciamento realizado pela
empresa Macrogen, Coréia). Os iniciadores utilizados nas reagdes de seqiienciamento
foram o BAD adiante 5’ATGCCATAGCATTTTTATCC3” e o BAD reverso
S’GATTTAATCTGTATCAGG3’ (Invitrogen). Dessa forma, foi possivel avaliar se a
inser¢ao do amplicon VIOABCD ocorreu de forma correta no plasmidio pPBADMycHisB. Os
plasmidios em que foi verificada a inser¢dao correta, foram finalmente utilizados como
DNA alvo para a amplificagdo do operon VIOABCD com iniciadores internos, como descrito
no item 4.2.1. Os produtos das amplificagdes foram avaliados por meio de uma eletroforese
em gel de agarose (item 7.12) para a avaliagdo da formacdo de produtos com o
comprimento esperado para o operon VIOABCD. O plasmidio a partir do qual foi possivel a
amplificacdo de um fragmento com o tamanho esperado para o operon VIOABCD foi
nomeado de pBvioABCD. A E. coli DH10B portadora deste plasmidio foi adicionada de

25% (v/v) de glicerol, congelada em nitrogénio liquido e estocada a -80°C.

4.2.6. Extracao, digestdo enzimatica e desfosforilagido do plasmidio
pBvioABCD

O plasmidio pBvioABCD foi extraido da E. coli DH10B obtida na etapa anterior
com o kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, EUA) segundo o protocolo do

fabricante. O produto da extra¢do foi avaliado por meio de uma eletroforese em gel de
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agarose, como descrito no item 7.12. Foi utilizado tampao TEB (item 7.9.3) em vez do
tampao TAE na eletroforese. Este plasmidio foi digerido com a enzima de restricdo Kpnl,
visando a posterior inser¢do do gene VIOE a jusante do gene vioD. A reacdo de digestdo foi
composta por 10 pg do plasmidio pBvioABCDE, 20 mM de Tris-HCI pH 7,4, 5 mM de
MgCl,, 50 mM de KCl, 60 U de Kpnl (Invitrogen, EUA) e quantidade suficiente de dgua
para completar 120 uL. A reagdo foi incubada por 3 h a 37°C. Posteriormente, o produto da
reagdo de digestdo foi purificado com a utilizagio do kit GFX™ DNA and Gel Band
Purification (Amersham Biosciences, EUA) e a concentracdo do plasmidio digerido foi
avaliada por meio de uma eletroforese em gel de agarose, como descrito acima. Para
melhorar a eficiéncia (evitar o reanelamento) da ligagdo do gene VIOE ao pBvioABCD, este
plasmidio foi desfosforilado com a utilizacdo da enzima fosfatase alcalina. A reacdo de
desfosforilagdo foi composta de 5,3 pg do plasmidio pBvioABCDE digerido com a enzima
Kpnl, 10 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 mM de MgCl,, 0,5 U de fosfatase alcalina
(Fermentas, Canadd) e quantidade suficiente de agua para 60 pL. A reacdo foi incubada a
37°C por 30 min, e entdo purificada com o kit GFX™ DNA and Gel Band Purification
(Amersham Biosciences, EUA). A concentracdo do plasmidio desfosforilado foi avaliada

por meio de uma eletroforese em gel de agarose.

4.2.7. Amplificagao e digestao enzimatica do gene vioE

Visando obter quantidade suficiente do gene VIOE para clonagem no plasmidio
pBvioABCD, este gene foi amplificado por meio uma PCR a partir do DNA gendmico da
C. violaceum ATCC 12472. A reagdo de PCR foi composta por 1 uL da extragdo do DNA
gendmico de C. violaceum diluido 20 vezes, 20 mM de Tris-HCI pH 8,4, 50 mM de KCl,
500 nM do iniciador VioE adiante 5’GCGCTGGTACCTGCAACGCTGAGGAG3’, 500
nM do iniciador ViOE reverso 5’>CGAAAGGTACCCCGTTTTTCTGCCCGAT3’, 1 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA), 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 4,975%
(v/v) de dimetil sulfoxido e agua suficiente para 20 pL. Foram realizadas 20 reagdes de
PCR. O programa utilizado no termociclador foi de 95°C por 3 min, 30 ciclos de 94°C por
30 s e 68°C por 1 min, e extensdo final a 72°C por 5 min. O produto da PCR foi avaliado

por meio de eletroforese em gel agarose, como descrito no item 7.12, e purificado por meio
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do kit GFX™ DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences EUA). Foi
utilizado tampao TEB (item 7.9.3) em vez do tampao TAE na eletroforese. Apds a
purificacdo, a concentragdo do amplicon contendo a ORF do gene VIOE foi avaliada por
meio de uma eletroforese em gel de agarose. A ORF do gene VioE foi entdo digerida com a
enzima de restricdo Kpnl. A reagdo de digestdo foi composta de 6,975 ug do gene VioOE
obtido na PCR, 20 mM de Tris-HCI pH 7,4, 5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 40 U de Kpnl
(Invitrogen, EUA) e quantidade suficiente de dgua para completar 120 pL. A reagdo foi
incubada por 4 h a 37°C, e entdo purificada com o kit GFX™ DNA and Gel Band
Purification (Amersham Biosciences, EUA). A concentragdo do amplicon VioE digerido foi

avaliada por meio de uma eletroforese.

4.2.8. Ligacao do gene VvioE ao plasmidio pBvioABCD e transformagao
da E. coli DH10B

Visando obter o plasmidio resultante da inser¢do da ORF do gene ViOE no plasmidio
pBvioABCD foram realizadas reac¢des de ligacdo com proporcdes de vetor e inserto de 1:0,
1:1, 1:2 e 1:3, respectivamente. As reagdes foram compostas de 213 ng de pBvioABCD
digerido com Kpnl e desfosforilado, 50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 10 mM de MgCl,, 1 mM
de ATP, 1 mM de DDT, 5% (m/v) de polietilenoglicol 8000 e 1 U de T4 DNA Ligase
(Invitrogen, EUA). As reagdes com proporgdes de 1:0, 1:1, 1:2 e 1:3, foram adicionadas de
0, 12,26, 24,52 e 36,78 ng do amplicon VIOE digerido com Kpnl, respectivamente. Os
volumes das reagdes de ligacdo foram ajustados para 20 pL com 4gua ultra pura e estas
foram incubadas por 18 h a 14°C. Apos o periodo, aliquotas de 10 pL do produto das
reagdes de ligacdo foram utilizadas para transformar a E. coli DH10B, como descrito no
item 7.11. O produto da transformacdo foi inoculado em meio de cultura LB solido
suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e concentragdes de L-arabinose de 0, 0,1, 0,01
ou 0,001% (m/v). Os meios inoculados foram incubados a 37°C por 21 h. Apds o periodo
foi avaliado o surgimento de colonias transformantes capazes de produzir violaceina de
forma a alterar a pigmentagdo original da E. coli DH10B. As colonias transformantes
cultivadas em meio de cultura sem L-arabinose, foram repicadas em duas placas mestras

numeradas contendo meio de cultura LB suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. Em
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uma das placas foi adicionado 0,01% (m/v) de L-arabinose. Dessa forma foi possivel
determinar qual colonia apresentou maior intensidade de pigmentagdo devido a producao
de violaceina, e a partir da cultura ndo induzida, pode-se fazer um estoque dessa bactéria
garantindo que nesta nunca ocorreu inducao para produ¢do de violaceina. As culturas foram
incubadas a 37°C por 21 h, e entdo foi avaliada a produ¢do de violaceina no meio de cultura
que foi suplementado com L-arabinose. A colonia na qual se observou maior intensidade de
pigmentagdo no meio de cultura contendo L-arabinose, foi repicada a partir do meio sem
suplementacdo de L-arabinose em 5 mL de meio de cultura LB liquido contendo 100
pg/mL de ampicilina, e incubada a 37°C por 21 h e 150 rpm. Uma aliquota de 750 pL de
desta cultura foi adicionada de 250 pL de glicerol estéril e congelada em nitrogénio liquido.
Apbs o congelamento as células foram armazenadas a -80°C. O restante da cultura foi
utilizado para a extragio do plasmidio pBvioABCDE (kit PureLink'™ Quick Plasmid
Miniprep (Invitrogen, EUA)). Uma aliquota de 1 pL da extragdo do plasmidio
pBVvioABCDE foi utilizada para transformar a bactéria E. coli TOP10, como descrito no
item 7.11. Esta bactéria, referida como E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi estocada a -80°C,

como descrito acima.

4.2.9. Determinagcao do meio de cultura e da concentracao de L-
arabinose para indugcao da producao de violaceina em
Escherichia coli TOP10 (pBvioABCDE)

A bactéria E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi cultivada em diferentes concentragdes
de L-arabinose e em diferentes meios de cultura com intuito de se determinar a
concentracao de indutor apropriada a sintese de violaceina. Para tanto, este microrganismo
foi inoculado em meio de cultura LB solido, suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e
incubado a 37°C por 18 h. Uma colonia isolada desta cultura foi inoculada em 5 mL de
meio de cultura LB liquido suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e cultivada a 37°C
por 24 h a 150 rpm. Aliquotas de 50 uL desta cultura foram utilizadas como in6culo. Foram
utilizados os meios de cultura LB suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, e meio LB

suplementado com 100 pg/mL de ampicilina acrescido de 1% (v/v) de glicerol. Cada
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aliquota do in6culo foi adicionada a 5 mL dos diferentes meios de cultura suplementados
com diferentes concentracdes de L-arabinose. Foram realizados quatro tratamentos em
triplicata, nos quais foram adicionados 0, 0,01, 0,1 e 1% (m/v) de L-arabinose a cada um
dos dois meios de cultura utilizados. Os tubos foram incubados a 37°C por 20 h a 150 rpm.
Apds o cultivo, a massa seca e a concentracdo de violaceina foram determinadas. Para a
determinagdo da massa seca, 3 mL de cada cultura foram precipitados a 10000-g por 3 min.
Os sobrenadantes foram descartados, e os precipitados foram ressuspensos em 1 mL de
agua destilada e novamente precipitados a 10000-g por 3 min. O sobrenadante foi
descartado. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Os precipitados foram secos a
85°C até peso constante. Antes da avaliagdo da massa seca dos tubos contendo os
precipitados, estes foram acondicionados em dessecador por 1 h e posteriormente pesados
em balanga analitica (AB204, Mettler Toledo). Para a avaliagdo da concentracdo de
violaceina do extrato bruto, 750 pL das culturas foram precipitados em microtubos de 1,5
mL por centrifugacdo a 10000-g por 3 min. Os sobrenadantes foram descartados e os
precipitados foram ressuspensos em 100 pL de etanol e 50 mg de silica, e agitados por 1
min. Posteriormente, 900 puL de etanol foram adicionados a cada um dos tubos. Cada tubo
foi agitado por 1 min e novamente centrifugado a 10000-g por 3 min. Amostras de 500 uL
dos sobrenadantes contendo o extrato bruto de violaceina foram avaliados em
espectrofotdmetro a 575 nm. A concentragao de violaceina de cada amostra foi determinada
com auxilio do coeficiente de extingio desta em etanol (¢ = 2,97:107 mL-pg’-cm™)

(Rettori, 1996).

4.2.10. Avaliagao da instabilidade da producgao de violaceina por E. coli

A avaliacdo da instabilidade da produgdo de violaceina por E. coli contendo o
plasmidio pBvioABCDE (E. coli TOP10 (pBvioABCDE)) foi realizada por meio de quatro
repiques deste microrganismo, em meios de cultura liquidos com diferentes concentra¢des
de L-arabinose. Para cada um dos repiques, foi avaliada a massa seca, concentragdo de
violaceina, a porcentagem e morfologia das colonias produtoras de violaceina.

Inicialmente a E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi inoculada em meio de cultura LB

solido suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, a partir de um estoque conservado a -
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80°C, e incubada a 37°C por 24 h. Uma colonia isolada dessa cultura foi inoculada em 6 mL
de meio de cultura LB suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e 3% (v/v) de glicerol,
e cultivada a 37°C por 24 h e 150 rpm. Aliquotas de 60 pL desta cultura foram utilizadas
como indculo para o primeiro repique. Foram realizados trés tratamentos por repique, nos
quais foram utilizadas diferentes concentragdes de L-arabinose. Cada tratamento consistiu
de trés replicas contendo 6 mL de meio de cultura LB suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina, 3% (v/v) de glicerol e L-arabinose nas concentragdes de 0; 0,001 ou 1% (m/v).
Os trés tratamentos do primeiro repique foram cultivados por 24 h a 37°C e 150 rpm. Apds
o periodo, as culturas obtidas foram utilizadas como indculo para o segundo repique em
meios de cultura com as mesmas composi¢gdes. Dessa forma, foram realizados repiques
sucessivos das culturas de cada tratamento totalizando quatro repiques.

Para cada um dos repiques foram avaliadas as concentra¢des de violaceina e massa
seca de cada um dos tratamentos, como descrito no item 4.2.9. A avaliagdo da porcentagem
de colonias produtoras de violaceina dos repiques foi realizada da seguinte forma.
Amostras de 100 pL das culturas de cada repique foram diluidas serialmente em solugdo de
0,85% (m/v) de NaCl, e aliquotas de 200 puL das dilui¢des foram inoculadas em meio de
cultura LB soélido suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, 3% (v/v) de glicerol e
0,01% (m/v) de L-arabinose, e cultivadas por 24 h a 37°C. Apos o periodo, o niimero de
coldonias produtoras de violaceina foi avaliado. A morfologia das colonias foi avaliada por
meio de microscopio optico em aumento de 40x.

A avaliagdo da instabilidade do plasmidio pBvioABCDE durante a producao de
violaceina em E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi realizada inicialmente por meio de
repiques sucessivos deste microrganismo em meio de cultura LB so6lido com adigdo de
ampicilina 100 pg/mL. A bactéria E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi inoculada em meio de
cultura LB so6lido suplementado com ampicilina 100 pg/mL e incubada por 24 h a 37°C.
Esta cultura foi utilizada como inoculo para o primeiro repique. Foram realizados trés
repiques em meio de cultura suplementado com L-arabinose 0,01% (m/v), sem
suplementacdo de L-arabinose e em meio de cultura com suplementagdo alternada de L-
arabinose 0,01% (m/v) entre os repiques, como apresentado na Figura 7. As culturas do
primeiro repique foram usadas como indculo para o segundo repique, € as culturas do

segundo repique foram utilizadas como indculo para o terceiro. Cada uma das culturas dos
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repiques 1, 2 e 3 foi incubada por 24 h a 37°C. Os 10 tratamentos obtidos nos trés repiques,
foram identificados pela numeragdo sobre as placas de Petri apresentadas na Figura 7. A

pigmentac¢do das colonias obtidas em cada um dos tratamentos foi avaliada visualmente.

4.2.11. Avaliacao da instabilidade do plasmidio pBvioABCDE em E. coli
TOP10

A avaliagdo da instabilidade da producdo de violaceina por E. coli TOP10
(pBvioABCDE) em meio de cultura liquido foi realizada da seguinte forma. Inicialmente,
este microrganismo foi inoculado em meio de cultura LB sélido suplementado com
ampicilina 100 pg/mL e incubado por 24 h a 37°C. Uma coldnia isolada desta cultura foi
inoculada em 5 mL de meio de cultura LB liquido suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina e incubada por 24 h a 37°C e agitagcdo de 150 rpm. Posteriormente, 50 pL da
cultura obtida foram inoculados em 5 mL de meio de cultura LB liquido suplementado com
ampicilina 100 pg/mL e L-arabinose 0,1% (m/v) e a cultura foi incubada por 24 h a 37°C e
150 rpm. O procedimento de coletar uma aliquota de 50 pL da tltima cultura em meio
liquido obtida, inocular esta em 5 mL de meio de cultura LB liquido suplementado com
100 pg/mL de ampicilina e 0,1% (m/v) de L-arabinose e incubar por 24 h a 37°C e 150 rpm,
foi realizado por mais trés vezes, totalizando quatro repiques. Cada uma das culturas dos
quatro repiques realizados foi avaliada visualmente quanto a producgdo de violaceina. O
perfil de digestdo dos plasmidios obtidos a partir da cultura utilizada como indculo e da
cultura obtida no quarto repique, foram avaliados por meio da digestdo destes com a
enzima restri¢do Rsal e posterior avaliagao do produto da digestdo em uma eletroforese em

gel de agarose (item 7.12). A extra¢do de plasmidios foi realizada com o kit PureLink™
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Figura 7. Esquema do experimento de repiques em meio solido. Todos os repiques foram realizados em meio
de cultura LB so6lido suplementado com ampicilina 100 pg/mL. Nas culturas induzidas foi adicionado L-
arabinose 0,01% (m/v) ao meio de cultura. No primeiro repique, a cultura indculo da bactéria Escherichia coli
(pBvioABCDE) (tratamento 1) foi inoculada nos tratamentos 2 e 3, e estes foram incubados por 24 h a 37°C.
No segundo repique, a cultura do tratamento 2 foi inoculada no tratamento 4, e a cultura do tratamento 3 foi
inoculada nos tratamentos 5 ¢ 6. Os tratamentos inoculados foram incubados por 24 h a 37°C. No terceiro
repique a cultura do tratamento 4 foi inoculada nos tratamentos 7 e 8, a cultura do tratamento 5 foi inoculada
no tratamento 9 e a cultura do tratamento 6 foi inoculada no tratamento 10. Os tratamentos inoculados foram
incubados por 24 h a 37°C.

Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, EUA) segundo o protocolo do fabricante. Os
plasmidios extraidos a partir da cultura inoculo e da cultura do quarto repique, foram
novamente transformados em E. coli TOP10, ¢ o produto da transformagao foi inoculado
em meio de cultura LB so6lido suplementado com 100 pug/mL de ampicilina e 0,01% (m/v)
de L-arabinose e incubado por 18 h a 37°C. As coldnias transformantes obtidas foram

avaliadas visualmente quanto a produgao de violaceina.

4.2.12. Andlise da Vviolaceina produzida por E. coli TOP10
(pBvioABCDE)

A violaceina produzida pela E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi extraida, purificada
por cromatografia de camada delgada e analisada por meio de espectrometria no UV-VIS.
Para tanto, um estoque desta bactéria conservada a -80°C foi inoculado em meio de cultura
LB solido suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e cultivada por 24 h a 37°C. Uma
colonia isolada desta cultura foi inoculada em 10 mL de meio de cultura LB suplementado
com 100 pg/mL de ampicilina e cultivada por 24 h a 37°C a 150 rpm. Cinco mililitros desta

cultura foram inoculados em 500 mL de meio de cultura LB suplementado com 100 pg/mL
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de ampicilina, 3% (m/v) de glicerol e 1% (m/v) de L-arabinose a 37°C por 24 h 150 rpm.
Apo6s o periodo, a produgao de pigmentos foi avaliada visualmente, e entdo a cultura foi
precipitada por centrifugacdo a 4000-g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi congelado. O precipitado congelado foi entdo liofilizado a -45°C sob vacuo
de 0,25 mBar (LP3, Jouan) e armazenado ao abrigo da luz.

O extrato bruto contendo a violaceina foi obtido da seguinte forma. O precipitado de
células liofilizado foi acondicionado em um tubo de fundo conico de 50 mL, adicionado de
20 mL de acetato de etila (Oliveira, 2006) e submetido a um agitador de tubos por 1 min. O
tubo foi centrifugado a 4000-g por 10 min, e a fase superior contendo a violaceina foi
transferida para outro tubo. Este procedimento foi realizado vérias vezes até que o
precipitado celular tornou-se claro. O extrato bruto contendo violaceina foi adicionado de
agua ultra pura (relacdo de 1:1 dos volumes de agua ultra pura e do extrato contendo
violaceina) e submetido ao agitador de tubos por 1 min. Em seguida este foi centrifugado a
4000-g por 10 min e a fase superior contendo o extrato bruto de violaceina foi transferida
para um novo tubo e acondicionada a -20°C.

Este foi entdo purificado por meio de cromatografia de camada delgada. Foram
utilizadas placas de silica gel (Merck, 60 F,s4) de 6 x 10 cm. A fase moével utilizada foi
metanol 99,9% (v/v) (Oliveira, 2006). A amostra foi aplicada na placa por meio de um tubo
capilar. Foram adicionadas varias aliquotas do extrato bruto da violaceina de forma a se
formar uma linha de coloragdo homogénea. A lamina foi entdo incubada em uma cuba
previamente saturada com metanol. Apds a realizacdo deste procedimento a banda de
coloragdo violeta obtida foi cortada da placa e seu contetdo foi raspado em um novo tubo
de fundo conico. Este material foi solubilizado em 3 mL de etanol 96% (v/v) e centrifugado
a 5000-g por 3 min. O sobrenadante contendo a violaceina foi transferido para um novo
tubo que foi acondicionado a -20°C.

O extrato alcoolico da violaceina purificada por cromatografia em camada delgada
foi entdo avaliado por meio de espectrometria de UV-VIS. Foi utilizado um
espectrofotdometro UV - 160A (Shimadzu). Os parametros utilizados na analise foram:
inicio da varredura em 200 nm e final em 800 nm, em intervalos de 5 nm. O espectro obtido

foi comparado aos dados da literatura (Rettori, 1996).
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4.2.13. Cinética de crescimento e producao de violaceina em
Escherichia coli TOP10 (pBvioABCDE)

A cinética de crescimento e produgdo de violaceina da Escherichia coli TOP10
(pBvioABCDE) foi realizada da seguinte forma. Inicialmente, esta bactéria foi inoculada
em meio de cultura LB s6lido suplementado com 100 ug/mL de ampicilina a partir de um
estoque conservado a -80°C, e incubada a 37°C por 24 h. Uma colonia isolada desta cultura
foi inoculada em 30 mL de meio de cultura LB suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina, e incubada a 37°C por 18 h e 150 rpm. Aliquotas de 2 mL desta cultura foram
utilizadas como inéculo para os tratamentos realizados. Foram realizados trés tratamentos
em triplicata. Cada tratamento foi composto por 200 mL de meio de cultura LB
suplementado com 100 pg/mL de ampicilina e 3% (m/v) de glicerol. O primeiro tratamento
foi suplementado com 1% (m/v) de L-arabinose no inicio da cultura, o segundo foi
suplementado com 1% (m/v) de L-arabinose na quinta hora de cultivo e o terceiro nao
recebeu suplementagdo de L-arabinose. Os tratamentos foram incubados a 37°C por 33 h e
150 rpm. Amostras foram coletadas de cada tratamento, em diferentes intervalos. Foram
realizadas andlises da massa seca e da concentracdo de violaceina para cada amostra

coletada, como descrito no item 4.2.9.



CAPITULO 5 - Resultados e Discussoes

5.1. Procedimentos Computacionais

5.1.1. Determinacao dos sitios de restricdo presentes no plasmidio
pBADMycHisB e no operon vioABCD

Como resultado da busca por sitios de restricdo no sitio de restricdo multipla do
plasmidio pPBADMycHisB foram encontradas as posi¢des dos sitios de restri¢ao descritos
pelo fabricante. Na seqiiéncia nucleotidica do operon ViOABCD e regides adjacentes ndo
foram encontrados os sitios de restrigdo para as enzimas Kpnl e Xhol. Verificou-se também
que existiam apenas trés enzimas que apresentam um unico local de corte no operon
VIOABCD, as enzimas HindIII, Sacl e Xbal. Este fato sugeriu que estas enzimas poderiam
ser provaveis candidatas para a clonagem do operon VIOABCD no plasmidio
pBADMycHisB, contudo, o local de corte destas enzimas situa-se na regido codificante do
VIOABCD, impedindo a clonagem do operon inteiro. Dessa forma, partiu-se para uma
abordagem diferente para a selecdo de sitios de restrigdo. Foram procurados sitios de

restri¢do ndo intactos, mas parcialmente conservados, como descrito no item 5.1.2.

5.1.2. Busca por sitios de restricao parcialmente conservados

Os unicos sitios de restricdo presentes no sitio de restricdo multipla do plasmidio
pBADMycHisB que nao apresentavam mais de um local de clivagem e ndo estavam
localizados nas regides codificantes do operon VIOABCD foram os sitios de restri¢do para as
enzimas Kpnl e Xhol. Dessa forma, estes dois sitios de restri¢ao foram selecionados para a
busca por sitios de restri¢ao parcialmente conservados.

As seqiiéncias de DNA GGTACC e CTCGAG sao as seqiiéncias dos sitios de
restrigdo reconhecidos pelas enzimas de restrigdo Kpnl e Xhol, respectivamente. Estes dois
sitios de restri¢do e suas variagdes foram procurados nas seqiiéncias de DNA do gene VioA

¢ sua regido a montante e da regido a jusante do gene VvioD. Nestas regides estdo as
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seqiiéncias descritas no item 4.1.3. A Figura 8 apresenta um dos resultados gerados pelo

programa.

s e few Gie dage

Digite o nome do arquive com a sequencia de DMA: Gene vioA e regiaoc a mentante.dna 4
Digite o motif a ser procurado: ggtacc
sitios intactos
Nenhum sitio encentrado
sitios com uma mutacao

nenhum sitio encontrado

sitios com duas mutacoes

Encontrado gatatc na posicao 66
Encontrado gttgcc na posicao 4
Encontrado ggcgec na posicao 81
Encontrado ggcatc na posicao 87

(T

Figura 8. Resultados da busca pelo sitio de restrigdo ggtacc da enzima Kpnl na seqiiéncia de DNA contida no
gene ViOA e regido a montante. Foram encontrados quatro sitios com muta¢des em duas posi¢des.

Todos os resultados da busca por sitios de restricdo parcialmente conservados estdo
apresentados na Tabela 1. As combinagdes de pares de sitios de restricdo parcialmente

conservados foram testadas visando avaliar o ajuste dos quadros de leitura.

Tabela 1. Sitios de restri¢ao parcialmente conservados localizados pelo programa desenvolvido.

Sitios parcialmente conservados localizados nas regides dos genes VioA e vioD *

Kpnl, GGTACC Xhol, CTCGAG

Seqiiéncias Alteragdo emuma  Alteragdes em duas  Alteragdo em uma  Alteragdes em duas
avaliadas posigdo posigdes posigéo posicdes
GATATC (66) TTCGCG (45)
Gene ViOA e regido GTTGCC (4) CGTGAG (20)
a montante GGCGCC (81) CGCGCG (9)
GGCATC (87) CGCGAT (47)
Regido a jusante do GGAACC (21) gg}“égg Egg CTGGAG (45)
gene vioD GGGAAC (20) CTGGAG (69)

* As posigdes dos sitios localizados estdo indicadas pelos nimeros entre parénteses.
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Dentre os sitios de restri¢ao parcialmente conservados encontrados para a enzima de
restrigdo Xhol verificou-se que o sitio parcialmente conservado CGCGAT, que contém
duas mutagdes e esta localizado na posi¢do 47 da seqiiéncia nucleotidica do gene VioA e
regido a montante, permitiu a eliminagdo do promotor do operon VIOABCD. Além disso, a
analise dos quadros de leitura demonstrou que a utilizacdo deste sitio de restricao
possibilitou que os quadros de leitura utilizados pelo promotor araBAD e pelo operon

VIOABCD fossem os mesmos, como apresentado na Figura 9. O aminoacido inicial

VIOA MEHSSDICIVGAGISGLTC,
pBViOABCD LLFLHTRFLG*QEELTMDPS3RFHS SDICIVEAGISGLTL,
[ kEhssdicivgagisglteo:

Figura 9. Resultados da avaliacdo dos quadros abertos de leitura do gene VioA e do plasmidio pBvioABCD.
A avaliagdo dos quadros de leitura foi realizada por meio do alinhamento da proteina VioA codificada pelo
gene VIOA intacto e da codificada pelo plasmidio pBvioABCD. O primeiro aminoacido do gene VioA foi
substituido no pBvioABCD e cinco aminoacidos foram adicionados na regido & montante deste gene. As
seqiiéncias marcadas em cinza indicam que a partir do segundo aminoacido do gene ViOA, as seqiiéncias
protéicas do pBvioABCD e do gene ViOA utilizam o mesmo quadro de leitura. A seta indica o aminoacido
inicial do gene VioA no pBvioABCD.

metionina do gene VIOA foi retirado e cinco novos aminoacidos provenientes do plasmidio
pBADMycHisB foram inseridos a montante do gene VioA. Dessa forma, a enzima de
restrigdo Xhol foi selecionada para a clivagem enzimatica da regido a montante do gene
VIOA.

O sitio de restricao parcialmente conservado CGTACT da enzima Kpnl localizado
na posi¢do 65 da seqiiéncia nucleotidica da regido a jusante do gene vioD foi selecionado
pois permitiu a correta inser¢do do gene vioD. Além disso, este foi o unico dos quatro sitios
de restricdo parcialmente conservados localizados na regido a jusante do gene vioD que
permitiu o desenho de um iniciador compativel com os parametros fisico-quimicos do
iniciador desenhado para a regido a montante do gene VioA, como descrito no item 5.1.3. A
partir da ligagdo das seqiiéncias do plasmidio pPBADMycHisB e do operon VioABCD
digeridos com as enzimas de restrigdo Xhol e KpnlI foi obtido o plasmidio pBvioABCD. O

esquema do plasmidio pBvioABCD esté apresentado na Figura 10.



Resultados e Discussoes 43

araBAD
AraC Nhol

vioA

TN
AmpR Pl 3vicABCD
10884 bp

' viol

Origem de replicagio pBR322

Terminador
Xbal a l ' 5
Kpnl = \

viold
Nbal

vio(

Figura 10. Plasmidio pBvioABCD. Este plasmidio foi criado pela ligagdo dos genes VIOABCD ao plasmidio
pBADMycHisB.

5.1.3. Desenho de iniciadores para clonagem direcional do operon
VvioOABCD no plasmidio pBADMycHisB

Os iniciadores adiante e reverso selecionados para a amplificacdo do VioABCD por
meio da PCR foram 5’AGGACATTCTCGAGGAAGCATTCTTCCGATATCTG3’ e
5’ACTCCGGTACCACACATAGGCGCTGCTC3’, respectivamente. O iniciador adiante
possui duas mutagdes que permitiram a inser¢do do sitio para a enzima de restrigdo Xhol. O
iniciador reverso possui duas mutagdes que permitiram a inser¢ao do sitio para a enzima de
restricdo Kpnl. Os sitios de restrigdo reconhecidos pelas enzimas Xhol e Kpnl estdo
sublinhados nos iniciadores adiante e reverso, respectivamente.

A analise computacional dos pardmetros fisico-quimicos dos iniciadores
demonstrou que ndo ocorreu formagdo de estruturas secundarias, como apresentado na
Tabela 2. A porcentagem de CG dos iniciadores ficou dentro dos limites sugeridos na
literatura. A diferenca das Tm’s dos iniciadores adiante e reverso foi de 0,3°C, assegurando
que a ligacdo dos iniciadores a0 DNA molde ocorra praticamente simultaneamente. Este

fato contribuiu para ndo ocorréncia de produtos inespecificos. O programa sugeriu a
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realizagao de um PCR com temperatura de extensiao de 70°C e de desnaturagao de 94°C. As
temperaturas sugeridas pelo programa foram utilizadas nos primeiros experimentos de

amplificacdo dos genes VIOABCD.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos obtidos para os iniciadores adiante e reverso selecionados para a
amplificagdo dos genes ViOABCD.

Diferenca da .
Diferenca da ~
.. Comprimento Tm entre Tm entre os Formagao de
Iniciadores Tm (°C) CG (%) produto e . estruturas

(nt) . iniciadores .

iniciador °C) secundarias
4®)
Adiante 35 85,0 45,7 12,4 N.D.?
0,3
Reverso 28 85,3 60,7 12,1 N.D.*?

*N. D. = Nio detectada.

5.1.4. Desenho de iniciadores para clonagem do gene VIiOE no
plasmidio pBvioABCD

Com intuito de se obter um plasmidio capaz de expressar os cinco genes necessarios
a biossintese da violaceina foi realizado o desenho de iniciadores para a amplificagdo do
gene VIOE. A amplificacdo deste gene permitiu sua posterior inser¢do no plasmidio
pBvioABCD. Os cinco genes do operon Vio ndo foram clonados de uma tinica vez porque
no momento em que este estudo estava sendo realizado ainda ndo se tinha conhecimento da
existéncia do gene VIOE, como explicado em maiores detalhes no item 5.2.2.

O sitio para a enzima de restricdo Kpnl foi o selecionado para a clivagem do DNA
visando a inser¢do do gene ViOE no plasmidio pBvioABCD. O iniciador reverso utilizado
para a amplificacdo dos genes VIOABCD (item 5.1.3), foi desenhado de forma a se ligar na
regido a jusante do gene vioD. Como o gene VIOE ocorre imediatamente a jusante do gene
vioD, este iniciador se ligou em uma regido interna do gene VioE, fazendo com que a regido
inicial do gene VIOE fosse inserida no plasmidio pBvioABCD. Devido a este fato, optou-se
por desenhar um iniciador adiante para que o gene VIOE se ligasse no final do gene vioD.
Este iniciador foi projetado de forma que a regido do inicio do gene VIiOE que foi incluida
no plasmidio pBvioABCD nao interferisse na expressao do gene VIOE completo que seria

inserido a montante. Assim, foi possivel inserir o terminador do gene vioD a montante do
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amplicon contendo o gene VIOE, para que o inicio do gene VIOE presente no plasmidio
pBvioABCD possuisse um terminador de traducdo. Isso impediria que a regido inicial do
gene VIOE presente no plasmidio pBvioABCD fosse reconhecida pelo ribossomo, que
traduziria este inicio juntamente com o gene VIOE intacto inserido a jusante, evitando a
formacdo de uma proteina quimérica. A posicao de ligagdao do iniciador adiante do gene
VIOE foi determinada de forma que, apos a inser¢do do amplicon contendo o gene VIOE no
pBVvioABCD, os quadros de leitura do fragmento inicial do gene VIOE presente no
pBvioABCD e do final do gene vioD presente no inicio do amplicon contendo o gene VioE
fossem os mesmos. Dessa forma, existe a possibilidade de que a construgdo resultante
expresse um pequeno peptideo formado pelos aminoacidos do inicio do gene VIOE e os do
final do gene vioD. Esta estratégia permitiu que todos os genes do plasmidio
pBVioABCDE, resultante da ligagdo do gene ViOE ao pBvioABCD, apresentassem todos os
elementos necessarios a correta expressao.

Os iniciadores adiante e reverso utilizados para a amplificacdo do gene VIOE foram
5’GCGCTGGTACCTGCAACGCTGAGGAG3’ e 5’CGAAAGGTACCCCGTTTTTCTG
CCCGAT3’, respectivamente. O sitio de restricdo da enzima Kpnl estd sublinhado nos
iniciadores. Os resultados dos parametros fisico-quimicos avaliados para estes iniciadores
ficaram dentro das recomendacgdes da literatura, como apresentado na Tabela 3. Foi
necessaria a inser¢do de cinco mutag¢des no iniciador adiante do gene VIOE para permitir o
posicionamento correto deste gene no plasmidio pBvioABCD. Como resultado da inser¢ao
do gene VIOE no plasmidio pBvioABCD foi obtido o plasmidio pBvioABCDE, apresentado

na Figura 11.

Tabela 3. Pardmetros fisico-quimicos dos iniciadores desenhados para a amplificagdo do gene ViOE.

Diferenca da .
Diferenca da ~
Comprimento Tm entre Tm entre os Formagao de
Iniciadores p Tm (°C) CG (%) produto e . estruturas
(nt) . iniciadores L
iniciador °C) secundarias
0
Adiante 26 86,5 65,4 11,3 L0 N.D.?
Reverso 28 85,5 53,6 12,3 N.D.?

*N. D. = Nio detectada.
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A utilizagao de apenas uma enzima de restri¢ao tornou possivel a ligagao do gene
VIOE ao plasmidio pBvioABCD em duas orientagdes possiveis. Uma orientagdo permitiu
que o gene VIOE fosse traduzido apropriadamente, e que o fragmento do gene VIOE presente
no final do gene vioD ndo interferisse na tradu¢do do gene VIOE completo inserido a
montante, a outra orientagdo possivel fez com que o gene VIOE fosse aparentemente
funcional. Entretanto, existia a possibilidade de que o fragmento do gene VIOE previamente
amplificado com o operon VIOABCD também pudesse ser utilizado como inicio para
tradugdo de uma proteina formada pelo inicio do gene VIOE, e que aproximadamente 75%
dos nucleotideos da porgdo final do gene VIOE completo fosse inserido a montante. Esta

proteina seria traduzida em um quadro de leitura diferente do utilizado pelo gene VioE

araBAD

AraC

VioA

Origem de replicagio pBR322

AmpR pBvioABCDE
11510 bp

. vioB

Terminador rmB AN

vioE

vioD

vioC

Figura 11. Plasmidio pBvioABCDE. Este plasmidio foi obtido pela ligagdo do gene VIOE ao plasmidio
pBvioABCD.

intacto. Pela analise das simulagdes computacionais, esta proteina quimérica possuiria 171
aminodacidos. A tradugo simultanea desta proteina e da proteina codificada pelo gene ViOE
completo faria com que os ribossomos se chocassem, fazendo-os se desligar do complexo
ou paralisando a transcricdo. Um evento mais raro seria que uma das proteinas conseguisse

ser traduzida, e no caso desta proteina ser codificada pelo gene VIOE intacto, provavelmente
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esta ndo estaria presente em concentragao suficiente para alterar o fenotipo da colonia para

a coloragao roxa indicando produgdo de violaceina ou compostos semelhantes.

5.2. Procedimentos Experimentais

5.2.1. Amplificagado do operon vioABCD por PCR

Por meio da amplificagdo do operon VIOABCD por PCR foi possivel a obtengdo de
produtos com o tamanho esperado para o operon VIOABCD, como apresentado na Figura
12. A utilizagdo de um gradiente de temperatura na reagdo de PCR demonstrou que a faixa
de temperatura de extensdo que maximiza a amplificagdo do operon VIOABCD encontra-se
abaixo de 72,8°C. Nas reacdes realizadas com temperaturas de extensao de 68, 69,6, 71,3 e
72,8°C, ocorreu formacdo de rastros, possivelmente devido a degradacdo do DNA
(Sambrook e Russell, 2001). Nas reacdes com temperaturas de extensdo de 72,8 e 74,1°C
foi observada a formagao de produtos inespecificos com aproximadamente 2 kpb.

Os produtos das rea¢des de PCR do operon VIOABCD foram utilizados como DNA
molde para as reagdes de PCR com iniciadores internos. Foram realizadas dilui¢des de cada
um dos tratamentos, e estas foram utilizadas nas reagdes de PCR. A diluicdo do DNA
molde que apresentou os melhores resultados na PCR com iniciadores internos foi a de 1:6,
do tratamento realizado com temperatura de extensdo de 72,8°C. Por isso, esta dilui¢ao foi

utilizada como DNA molde nas reagdes de PCR com iniciadores internos.
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9416 bp
6557bp
4361 bp

2322 bp
2027 bp

564 bp

Figura 12. Gel de eletroforese dos produtos das reagdes de PCR do operon VioABCD. M) Marcador de peso
molecular A/HindIIl. Os tratamentos 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem as rea¢des de PCR realizadas com
iniciadores externos em temperaturas de extensio de 68, 69,6, 71,3, 72,8 e 74,1°C, respectivamente. O
tratamento 6 ¢ o produto da PCR com iniciadores internos.

O produto da segunda reacdo de PCR com iniciadores internos apresentou o
tamanho esperado para o operon VIOABCD, como mostrado na Figura 12. Foi observada a
formacdo um pequeno rastro indicativo da degradacdo de DNA ou amplificacao
inespecifica, e a formagdo de dois produtos inespecificos com comprimento entre 2 e 0,5
kpb. Os 550 pL do produto desta PCR foram purificados e ressuspendidos em 110 pL de
dgua ultra pura. Apos a purificacdo, a concentragdo deste foi estimada em
aproximadamente 80 ng/uL pela comparacgdo da intensidade da fluorescéncia das bandas no

gel de eletroforese.

5.2.2. Obten¢ao do plasmidio pBvioABCD

Apo0s a digestdo e purificagdo do amplicon VIOABCD com as enzimas de restrigdo
Xhol e Kpnl foram obtidos aproximadamente 50 puL. deste amplicon na concentragdo de
aproximadamente 75 ng/uL, como apresentado na Figura 13. No caso do plasmidio
pBADMycHisB foi obtido o mesmo volume apos a digestdo e purificagdo, porém a
concentragdo estimada foi de 150 ng/uL (Figura 13). Posteriormente, o amplicon VioABCD
e o plasmidio pBADMycHisB digeridos e purificados foram ligados enzimaticamente

visando a obten¢do do plasmidio pBvioABCD, esquematizado na Figura 10.
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Figura 13. Gel de eletroforese do operon VioOABCD e do plasmidio pPBADMycHisB. M) Marcador de peso
molecular A/HindIIl. 1) Operon VioABCD digerido com as enzimas de restrigdo Xhol e Kpnl. 2) Plasmidio
pBADMycHisB digerido com as enzimas de restrigdo XhoI e Kpnl.

A partir da soma dos pesos moleculares de cada nucleotideo foi possivel o calculo
dos pesos moleculares do plasmidio pPBADMycHisB e do amplicon ViOABCD digeridos. Os
pesos moleculares obtidos para o plasmidio pPBADMycHisB e para o amplicon VioABCD
digeridos foram de 2513791,2 e 4208022,2 g/mol, respectivamente. Pela anélise dos pesos
moleculares ¢ das concentragdes do plasmidio pPBADMycHisB e do amplicon VioABCD
digeridos, foi possivel determinar a concentracdo molar destas seqiiéncias nucleotidicas.
Assim, foi possivel determinar os volumes das solugdes destas moléculas a serem utilizados
para se obter as propor¢des de vetor e inserto selecionadas para as reagdes de ligacdo. Os
produtos das reagdes de ligacdo foram entdo utilizados nas transformagdes da E. coli
DHI10B.

Pela anélise das coldnias transformantes obtidas ndo foram verificadas colonias com
coloragdo roxa, indicativo da produgcdo de violaceina. Entretanto, o nUmero de
transformantes obtidos nas culturas do controle negativo foi muito menor do que foi
verificado para os outros tratamentos. No controle negativo, o qual consistiu da
transformagdo da E. coli DH10B com a reag@o de ligagdo do plasmidio pBADMycHisB
digerido com as enzimas de restrigdo Xhol e Kpnl, foi obtida uma coldnia transformante no
meio de cultura suplementado com 0,1% (m/v) de L-arabinose ¢ nenhuma no meio de
cultura suplementado com 0,005% (m/v) de L-arabinose. Isto indica que a maior parte do
plasmidio pBADMycHisB foi digerido com as duas enzimas de restricao utilizadas. Como
as extremidades geradas pelas enzimas de restri¢do ndo sao complementares, a ligacdo do

plasmidio ndo ocorre, resultando na auséncia de coldnias transformantes. Nos diferentes



Resultados e Discussoes 50

tratamentos de ligacdo do vetor e inserto, as médias dos numeros de transformantes dos
tratamentos cultivados em meios de cultura suplementados com 0,1 e 0,005% (m/v) de L-
arabinose foram de 7,6 e 7,2 UFC, respectivamente. Os nUmeros maximos de
transformantes verificados foram de 15 UFC no tratamento com relagdo de 1:2 de vetor ¢
inserto cultivado em meio de cultura suplementado com 0,1% (m/v) de L-arabinose, e 12
UFC no tratamento com relagdo de 1:3 cultivado em meio de cultura contendo 0,005%
(m/v) de L-arabinose.

Como o numero de transformantes dos diferentes tratamentos das reagdes de ligacao
foi muito maior do que os verificados no controle negativo, inicialmente suspeitou-se que
fragmentos menores provenientes de produtos inespecificos da PCR, que foram digeridos
juntamente como operon VIOABCD, poderiam estar se inserindo no plasmidio
pBADMycHisB. Isto resultaria em um numero maior de transformantes nos tratamentos,
porém nenhum transformante com coloragao roxa indicando a produgdo de violaceina foi
detectado. Outra possibilidade considerada foi o fato da enzima de restrigdo Kpnl
apresentar star activity' gerando fragmentos menores que poderiam se ligar ao plasmidio
pBADMycHisB.

Visando avaliar o comprimento dos fragmentos de DNA que se ligaram ao
plasmidio pPBADMycHisB, foram selecionadas seis colonias transformantes que foram
cultivadas, tiveram os plasmidio extraidos, digeridos com a enzima de restrigao HindIII e
avaliados por meio de uma eletroforese em gel de agarose. Os microrganismos
transformantes foram selecionados para a extracdo de plasmidios com base no diametro de
sua colonia. Considerando que as colonias transformantes que contém a inser¢ao correta
dos genes VIOABCD no plasmidio pPBADMycHisB foram cultivadas simultaneamente com
colonias que possuem este plasmidio ligado a um fragmento menor, supde-se que as
colonias que estdo com o fragmento intacto do operon VIiOABCD estejam em desvantagem
em relacdo as coldnias que possuem fragmentos menores inseridos. As colonias com
fragmentos menores gastam menos energia para replicar o plasmidio de forma a possuir

copias suficientes do gene que codifica a enzima B-lactamase para a degradagdo do

! Star activity ¢ uma propriedade de certas enzimas de restrigio que consiste na perda da capacidade de
reconhecer o sitio de restricdo especifico da enzima quando esta atua em condigdes diferentes das
recomendadas pelo fabricante. Como resultado a enzima cliva o DNA em diferentes posigdes gerando
fragmentos de diferentes comprimentos.
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antibidtico ampicilina; ja as colonias que possuem o inserto correto contendo todos os
genes VIOABCD gastariam mais energia para replicar um plasmidio maior e obter cOpias
suficientes do gene para a B-lactamase. Dessa forma foram selecionadas as seis menores
coldnias transformantes para a extragdo e digestdo dos plasmidios.

A analise por eletroforese da digestdo dos plasmidios extraidos das coldnias
transformantes demonstrou uma correlacdo negativa entre o didmetro da colonia
transformante e o comprimento do seu plasmidio. Na Figura 14 a numeracao das colunas
do gel esta disposta em ordem crescente em relagdao ao diametro das colonias selecionadas.
Na coluna 1, a soma dos comprimentos das bandas geradas apods a digestdo do plasmidio
indica que este tem comprimento proximo ao previsto para a ligacdo do pBADMycHisB ao
operon VIOABCD. O plasmidio da coluna 2 tem comprimento em torno de 9 kpb. Os
plasmidios das colunas 3, 4 ¢ 5 tem comprimento em torno de 4,3 kpb, € o da coluna 6 em
torno de 4 kpb. Os plasmidios das colunas 1 e 2 foram entdo selecionados para servir de
DNA molde na amplificagdo do gene VvioC, pois ambos apresentaram comprimentos

proximos ao esperado.

M 1 2 3 4 5 6

23130pb

9416pb
6557pb

4361pb

2322pb
2027pb

564pb

Figura 14. Gel de ecletroforese dos produtos das reagdes de digestdo dos plasmidios extraidos dos
microrganismos transformantes com as ligagdes do operon VIiOABCD ao plasmidio pPBADMycHisB. M)
Marcador de peso molecular A/HindIII. 1-6) Colonias transformantes. Os microrganismos transformantes dos
quais foram extraidos os plasmidios estdo ordenados em ordem crescente de didmetro de coldnias nas colunas
1-6.

Pela analise computacional do gene vioC constatou-se que o comprimento do
produto da amplificacdo deste gene por PCR foi de 1879 bp. O resultado da amplificacao
do gene vioC utilizando-se como DNA molde os plasmidios das colunas 1 ¢ 2 do gel de

agarose apresentado na Figura 14, demonstrou que somente a partir do plasmidio da coluna



Resultados e Discussdes 52

1 foi possivel a amplificagdo do gene vioC, como apresentado na Figura 15. As colunas 1, 2
e 3 da Figura 15 correspondem as dilui¢des do plasmidio da coluna 1 da Figura 14 que
foram utilizadas nas reagdes de PCR; as colunas 4, 5 e 6 correspondem as do plasmidio 2
da Figura 14, e a coluna 7 corresponde ao controle positivo. Assim, como a amplificacdo do
gene VioC foi possivel somente a partir do plasmidio da coluna 1 da Figura 14, este foi

selecionado para ser seqiienciado.

Figura 15. Gel de eletroforese do produto da PCR do gene vioC a partir do DNA dos plasmidios
transformantes com a ligacdo do operon VIOABCD ao plasmidio pBADMycHisB. M) Marcador de peso
molecular A/HindIIl. 1-3) Plasmidio da coluna 1 da Figura 14 utilizado como DNA molde. 4-6) Plasmidio da
coluna 2 da Figura 14 utilizado como DNA molde. 7) Controle positivo.

O seqiienciamento das regides a montante e a jusante do plasmidio descrito acima
demonstrou que a inser¢do do operon VIOABCD no plasmidio pPBADMycHisB ocorreu
como previsto pelas simulagdes computacionais. As regides seqiienciadas estao localizadas
no inicio do gene VIOA e no final do gene vioD, como ilustrado na Figura 16. Na regido
seqiienciada proxima ao gene VIOA constatou-se que o cddon inicial do promotor araBAD
estava no mesmo quadro de leitura do gene ViOA, assegurando a transcrigdo correta deste e
dos demais genes do operon VIOABCD. Na regido seqiienciada proxima do gene vioD
verificou-se que este gene estava intacto e inserido da mesma forma prevista pelas

simula¢des computacionais.
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vioA
Sequenciamento
vioDD

Sequenciamento

araBAD vioB vioC

7565 bp

Figura 16. Esquema ilustrando as regides que foram seqiienciadas no plasmidio a partir do qual foi possivel a
amplificacdo do gene vioC.

Dessa forma, foi obtido um plasmidio a partir da qual era possivel se amplificar o
gene VioC, e que possuia as regides proximas dos genes ViOA e vioD organizadas da mesma
forma prevista pelas simulagdes computacionais. Contudo, ainda nao se sabia se as regides
entre o final do gene VIOA e o gene ViOB, e parte do gene vioD estavam presentes neste
plasmidio. Visando esclarecer esta questdo, foi realizada uma rea¢do de PCR utilizando-se
este plasmidio como DNA molde, e os iniciadores internos que foram usados para
amplificar o operon VIOABCD. O amplicon VIOABCD obtido por PCR com iniciadores
externos foi utilizado como controle positivo na reacdo de PCR. Apesar dos iniciadores
internos utilizados para amplificar o operon VIOABCD ndo serem complementares nas
regides 5’ com o plasmidio utilizado como DNA molde, o fato de se utilizar um plasmidio
como DNA molde favoreceu a reagdo, pois a extensdo de DNA alvo para a ligacdo dos
iniciadores ficou muito mais reduzida em relagio ao DNA gendémico da C. violaceum
utilizado anteriormente, reduzindo a formacao de produtos inespecificos.

Por meio da reagdo de PCR foi possivel a obten¢do de um fragmento de DNA com
0o mesmo comprimento do amplicon VIOABCD amplificado com os iniciadores internos
descritos no item 4.2.1, como apresentado na Figura 17. Dessa forma, constatou-se que o
plasmidio utilizado apresentava caracteristicas que permitiam supor que este apresentava
todos os elementos previstos pela simulagdo computacional da insercdo do operon
VIOABCD no plasmidio pBADMycHisB. Este plasmidio foi nomeado de pBvioABCD.
Apesar disso, ndo foi possivel obter-se colonias roxas da E. coli DH10B portadora desse
plasmidio quando esta foi cultivada em meio de cultura com diferentes concentragdes do

indutor L-arabinose para a expressdo dos genes VIOABCD. Inicialmente suspeitou-se que a
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auséncia de producao de violaceina foi devido a ocorréncia de alguma mutagdo no operon
VIOABCD durante as amplificagdes por PCR, fato que poderia ter afetado alguma das
enzimas da via metabolica. Estudos computacionais sugeriam a existéncia de um quinto
gene na via de biossintese da violaceina em C. violaceum (Goudel, 2005). Na época do
desenvolvimento do presente trabalho foi publicado um trabalho (Sanchez et al., 2006) no
qual foi descrita existéncia de um quinto gene no operon ViOABCD. Este gene foi nomeado
de VioE, e constatou-se que a auséncia deste impossibilitava a produgdo de violaceina por
E. coli. Assim, partiu-se para uma nova etapa de amplificagdes e transformagdes no intuito
de inserir o gene VIOE no plasmidio pBvioABCD visando a obten¢do de uma linhagem de

E. coli produtora de violaceina.

Figura 17. Gel de eletroforese do produto da amplificagio do operon VIiOABCD a partir do plasmidio
seqlienciado. M) Marcador de peso molecular A/HindIIl. 1) Plasmidio seqiienciado utilizado como DNA
molde na PCR. 2) Controle positivo.

5.2.3. Clonagem do gene VvioE

Visando preparar o plasmidio pBvioABCD para a inser¢do do gene VIiOE, este
plasmidio foi extraido e digerido com a enzima de restricio Kpnl. Apds os procedimentos
de extragdo, digestao enzimatica com Kpnl, purificagdo, desfosforilacao e nova purificacao
do plasmidio pBvioABCD, foram obtidos 50 pL deste na concentragdo de

aproximadamente 50 ng/uL, com apresentado na Figura 18. A composicao de nucleotideos
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Figura 18. Gel de eletroforese do plasmidio pBvioABCD e do amplicon ViOE. M) Marcador de peso
molecular A/HindIIl. 1) Plasmidio pBvioABCD digerido com Kpnl. 2) Amplicon VioE

deste plasmidio foi avaliada, e seu peso molecular calculado em 6726440,6 g/mol. Assim a
concentracao molar obtida foi de 7,43 nM. Este plasmidio desfosforilado foi acondicionado
a -20°C até o momento em que foi utilizado na reago de ligagdo ao gene VIiOE.

Como resultado da amplificacdo do gene VIOE por PCR, foi possivel a obtengdo de
um amplicon com tamanho esperado de 642 pb, como apresentado na Figura 18. Apds a
purificacdo, digestdo enzimatica com a enzima Kpnl e nova purificagdo; a concentragao do
amplicon VIOE digerido foi estimada em 50 ng/uL. Por meio da analise da composigdo de
nucleotideos, o peso molecular deste amplicon foi calculado em 386930,4 g/mol, e sua
concentracdo molar em 129,22 nM.

Apos a reacdo de ligagdo do gene VIOE no plasmidio pBvioABCD e transformagio
da E. coli DH10B foram obtidas col6nias transformantes com coloracgdo branca e col6nias

com coloragdo escura, como apresentado na Figura 19.
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Figura 19. Colonias transformantes da bactéria E. coli DH10B com o plasmidio resultante da ligacdo do gene
VIOE ao plasmidio pBvioABCD (tratamento 1:2 (vetor:inserto) cultivado em meio suplementado com 0,001%

(m/v) de L-arabinose).

A avaliacdo do nimero de coldnias transformantes, apresentada na Tabela 4,

demonstrou que as cultivadas em meio de cultura contendo 0,1% (m/v) de L-arabinose ndo

apresentaram coldnias com colorag@o escura, € que os transformantes com coloragdo clara

formaram colonias de tamanho reduzido em relagdo as colonias de coloragdo clara

observadas nos tratamentos suplementados com concentra¢des mais baixas de L-arabinose.

Os transformantes cultivados em meio de cultura contendo 0,01% (m/v) de L-arabinose

Tabela 4. Resultados da transformagéo da E. coli DH10B com o plasmidio resultante da ligagdo do gene VioE

ao plasmidio pBvioABCD.

Tratamentos
(vetor:inserto)

% de L-arabinose no
meio de cultura (m/v)

UFC® com
coloragéo escura

UFC? com
coloragéo clara

1:0 (controle)

1:1

1:2

1:3

0,100
0,010
0,001

0,100
0,010
0,001

0,100
0,010
0,001

24

20
33

25

40
64
37

4
34
35

65
38
59

#UFC = Unidades formadoras de colonias.
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formaram colOnias intensamente escuras, € os cultivados em meio de cultura contendo
0,001% (m/v) de L-arabinose apresentaram colonias com didmetro um pouco maior, porém
com pigmentagdo reduzida. A andlise do nimero de colonias transformantes sugeriu que
quanto mais elevada a concentra¢do do indutor L-arabinose no meio de cultura, maior seria
a producdo de violaceina pela E. coli, possivelmente atingindo um nivel de produgdo que
inibiu o crescimento da bactéria quando esta foi cultivada com 0,1% (m/v) de indutor.
Trabalhos anteriores sugeriram que a violaceina poderia exercer efeito toxico nas colonias
(August et al., 2000; Sanchez et al., 2006). Este poderia ser um dos motivos da auséncia de
coldnias produtoras de violaceina no meio de cultura no qual se utilizou 0,1% (m/v) de L-
arabinose. O repique das colonias pigmentadas em meio de cultura sem suplementagdo de
L-arabinose, e posteriormente em meio contendo L-arabinose, resultou na obtencdo de
colonias com fendtipo variado. A grande maioria ndo apresentou pigmentacdo, como na
linhagem selvagem de E. coli; outras apresentaram uma pigmentagdo esverdeada, e uma
pequena parte apresentou pigmentacgao escura.

Partindo do principio de que a violaceina poderia exercer efeito toxico para a célula,
optou-se por obter coldnias transformantes em meio de cultura sem suplementacdo de
indutor, para impedir que as células pudessem produzir violaceina. Estes transformantes
foram entdo avaliados quanto a producdo do pigmento, e a partir de culturas com
comprovada capacidade de produgdo, porém que nunca foram induzidas a produzi-lo,
foram feitos estoques de células para a posterior realizagdo de experimentos. O plasmidio
pBVioABCDE foi extraido a partir desta cultura ndo induzida.

Devido ao fato dos trabalhos que relatam a producdo de violaceina em E. coli
utilizarem a linhagem DH10B, inicialmente foi esta a linhagem utilizada. Posteriormente,
apods a obtencdo do plasmidio pBvioABCDE, a linhagem TOP10 foi testada para a
producdao de violaceina. Esta linhagem foi utilizada por indicagdo dos fabricantes do
pBADMycHisB. Por meio da transformac¢do da linhagem TOP10 da E. coli com o
plasmidio pBvioABCDE, e cultivo em meio de cultura LB suplementado com 0,001%
(m/v) de L-arabinose, foram obtidas colonias transformantes pigmentadas indicando que
esta linhagem ¢ capaz de produzir violaceina, como apresentado na Figura 20. Outra
caracteristica observada foi a velocidade superior de crescimento da linhagem TOP10 em

relagdo a linhagem DHI10B. Foi feito um estoque em glicerol da bactéria E. coli TOP10
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contendo o plasmidio pBvioABCDE. As células desse estoque nunca foram induzidas a
produzir violaceina anteriormente. A bactéria E. coli TOP10 contendo o plasmidio
pBvVioABCDE, de agora em diante chamada de E. coli TOP10 (pBvioABCDE), foi a

linhagem utilizada nos experimentos realizados posteriormente.

Figura 20. Resultado da transformagéo da bactéria E. coli TOP10 com o plasmidio pBvioABCDE em meio
de cultura LB contendo 0,01% (m/v) de L-arabinose e 100 pg/mL de ampicilina.

A orientac¢do da inser¢do do gene VIOE no plasmidio pBvioABCD foi avaliada por
PCR. Foram realizadas duas reagdes nas quais foram utilizados diferentes pares de
iniciadores. Na primeira reagdo foram utilizados os iniciadores VIOE adiante (item 5.1.4) e
BAD reverso (item 4.2.5) do plasmidio pBADMycHisB. Na segunda reacdo foram
utilizados o iniciador VIOE reverso (item 5.1.4) e novamente o iniciador BAD reverso. Foi
verificado computacionalmente que os produtos de PCR do plasmidio pBvioABCDE com o
gene VIOE na orientagcdo correta e com o gene VIOE na outra orientagdo, produzem
fragmentos de DNA com comprimentos muito semelhantes, dificultando a distingdo dos
plasmidios com diferentes orienta¢cdes do gene VIOE. Entretanto, a reacdo de PCR com
iniciadores VIOE reverso e BAD reverso teria que gerar uma Unica banda com concentragdo
proporcional a verificada quando se utilizou o iniciador adiante, e isto nao foi verificado.
Além disso, todas as demais caracteristicas dos produtos das reacdes de PCR indicam que o

gene VIOE esta na orientagdo correta.
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5.2.4. Determinacao do meio de cultura e da concentracdo de L-
arabinose para indugdo da produgcdao de violaceina em
Escherichia coli TOP10 (pBvioABCDE)

Visando avaliar quais as condigdes mais apropriadas para a maximizag¢do da
produgdo de violaceina por E. coli TOP10 (pBvioABCDE), este microrganismo foi
cultivado em meios de cultura contendo diferentes concentra¢des de L-arabinose e de
glicerol. Posteriormente, a massa seca e a concentragdo de violaceina do extrato celular
bruto foram quantificadas. O meio de cultura foi suplementado com glicerol, pois em C.
violaceum foi verificado que a produg@o de violaceina é melhorada com a adi¢do deste
alcool ao meio de cultura (Oliveira, 2006).

Os resultados deste experimento demonstram que a concentra¢do de L-arabinose € o
meio de cultura que maximizam a producgdo de violaceina sdo 1% (m/v) de L-arabinose e
com o meio de cultura LB suplementado com 1% (v/v) de glicerol, como apresentado na
Figura 21. Nestas condigdes foi possivel obter-se 17 mg/gMS de violaceina. Este valor
corresponde a 75% do obtido em C. violaceum (Mendes et al., 2001). No meio de cultura
LB sem adi¢do de glicerol, observou-se que a partir de 0,01% (m/v) de L-arabinose o
rendimento da produgdo de violaceina permanece constante.

No meio de cultura com adi¢@o de glicerol ocorreu um aumento linear na produgao

de violaceina. O aumento no rendimento da producao de violaceina pela adi¢dao de glicerol
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Figura 21. Avaliagdo do meio de cultura e concentragdo de indutor para a produgio de violaceina em E. coli
TOP10 (pBvioABCDE). (—=) Meio LB + 1% (v/v) de glicerol. (—A—) Meio LB. As culturas foram incubadas
por 20 h a 37°C e 150 rpm.
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pode ter ocorrido devido a sua utilizacdo como fonte de carbono e energia. O glicerol
utilizado por E. coli é convertido em diidroxiacetona-fosfato ou diidroxiacetona, e
metabolizado na glicélise (Moat et al., 2002). Outro fator que pode ter contribuido para a
elevacdo da producdo de violaceina deve-se a forma de transporte do glicerol, que nao
ocorre via PTS. Dessa forma, os niveis intracelulares de cAMP ndo se alteram, evitando a
repressao do Pgap. A partir desses resultados optou-se por utilizar a concentracdao de 1%
(m/v) de L-arabinose nos experimentos de producdo de violaceina, pois este foi
significativamente (p = 0,017) diferente do tratamento com 0,1% (m/v) em meio com
glicerol. Outras concentragdes de glicerol foram testadas com intuito avaliar a produgdo de
violaceina.

Os resultados do experimento em que a E. coli TOP10 (pBvioABCDE) foi cultivada
em meio LB suplementado com diferentes concentra¢des de glicerol ¢ 1% (m/v) de L-
arabinose demonstraram um grande decrescimento da produg¢do de violaceina, como
apresentado na Figura 22. Utilizando-se as mesmas condigdes em que foi obtida uma
producao de 17 mg/gMS de violaceina, foi possivel obter somente 4,7 mg/gMS. Este fato
reflete a instabilidade na produgdo deste pigmento em E. coli, como descrito em trabalhos
anteriores (August et al., 2000; Brady et al., 2001; Sanchez et al., 2006). Apesar de se
observar uma tendéncia de crescimento da producdo de violaceina com o aumento da
concentracao de glicerol no meio de cultura, nao houve diferenga significativa (p > 0,07)
entre os tratamentos suplementados com diferentes concentragdes de glicerol.

Devido ao fato de observar-se que a produgdo de violaceina apresentou um aumento
linear no experimento de avaliagdo da concentracao de L-arabinose, optou-se por utilizar a

concentracao de 3% (v/v) de glicerol no meio de cultura. Dessa forma, considerando que
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Figura 22. Avaliagdo da influéncia da concentragdo de glicerol na produgéo de violaceina por E. coli TOP10
(pBvioABCDE) cultivada em meio LB contendo 1% (m/v) de L-arabinose.

nos proximos experimentos o problema da instabilidade da produgdo de violaceina nao
ocorresse seria possivel avaliar se o aumento linear da producdo de violaceina observado
na Figura 21 continuaria ocorrendo. Dessa forma foi possivel avaliar se a utilizagdo de 3%
(v/v) de glicerol permitiria a obtencdo um maior rendimento na producdo de violaceina.
Posteriormente, foram realizados experimentos no intuito de esclarecer as duavidas

relacionadas a instabilidade da produg¢ao de violaceina em E. coli.

5.2.5. Avaliacao da instabilidade da producao de violaceina em E. coli
TOP10 (pBvioABCDE)

A avaliagdo da estabilidade da producdo de violaceina pela E. coli TOP10
(pBvioABCDE) demonstrou que neste microrganismo a ocorréncia de colonias nao
produtoras do pigmento parece estar relacionada com a produgdo deste pigmento em
culturas anteriores. As colonias avaliadas como escuras nas contagens das unidades
formadoras de coldnias (UFC) possuem as pigmentagdes das colonias 1-4 apresentadas na
Figura 23B, colonias mistas de 5-18, e brancas de 19-20. Apesar de ndo serem inteiramente
escuras quando vistas no microscopio, nao foi possivel distinguir as colonias inteiramente

escuras a olho nu, como demonstra a Figura 23A.
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Figura 23. Fenoétipo das colonias de E. coli TOP10 (pBvioABCDE) cultivadas em meio de cultura LB
suplementado com L-arabinose. A) Coldnias observadas a olho nu. B) Colonias observadas ao microscopio
optico. As colonias numeradas de 1-4 representam as colonias classificadas como escuras; de 5-18 como
colonias mistas; € de 19-20 como brancas.

Nos repiques realizados na cultura nao induzida, apresentado na Figura 24A, as
UFC com coloracdo mista apresentaram decaimento de ocorréncia nos repiques 1-3 e no
repique 4 voltaram a apresentar elevagdo na abundancia da populagdo de colonias. As UFC
com coloragdo escura apresentaram crescimento nos repiques 1-3, e no ultimo repique

apresentaram decaimento na abundancia. As colonias ndo pigmentadas ocorreram em
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numero muito reduzido nos quatro repiques. Neste experimento, a cultura que foi inoculada
para avaliagdo dos fenotipos das UFC nunca havia sido induzida a produzir violaceina

anteriormente. Mesmo assim, as amostras coletadas de cada um dos repiques apresentaram
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Figura 24. Influéncia da concentra¢do de indutor e dos repiques na producdo de violaceina e na morfologia
das colonias. As barras em cores m, m ¢ O representam as UFC com coloragdes escura, mista e branca,
respectivamente. A representa a concentragdo de violaceina das culturas que foram avaliadas quanto a
pigmentagdo das UFC. A) Meio de cultura sem suplementacdo de L-arabinose. B) Meio de cultura
suplementado com L-arabinose 0,001% (m/v). C) Meio de cultura suplementado com L-arabinose 1% (m/v).

diferentes abundancias relativas nas pigmentagdes das colonias quando estas foram

induzidas a produzir violaceina pela primeira vez. De uma forma geral, apesar da diferenca
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entre as pigmentacdes das colonias obtidas a partir em cada um dos quatro repiques
realizados, parece que existe um tendéncia das células das culturas formarem populacdes
semelhantes em cada repique, pois o desvio padrdo ndo apresentou grandes variagdes em
alguns dos repiques. Como regra geral, foi verificado que a primeira inducao para producao
de violaceina em E. coli TOP10 (pBvioABCDE) apresenta maior probabilidade de gerar
uma cultura com maior intensidade de pigmentagdo. Um dos fatores que poderia estar
colaborando para esta variagdo no fenotipo das culturas induzidas pela primeira vez ¢ o fato
da repressao da expressdo dos genes sob controle do promotor Pgap ndo ser total (Guzman
et al., 1995). Outro ponto importante verificado, foi que as células de E. coli transformadas
com o plasmidio pBvioABCDE, que foram imediatamente cultivadas em meio de cultura
contendo indutor, apresentaram 100% de transformantes pigmentados, como mostrado na
Figura 20. Isto refor¢a a hipdtese de que as células portadoras do pBvioABCDE podem
estar sendo afetadas pela producao de baixos niveis de violaceina devido a repressdo parcial
do promotor Pgap.

No experimento de repiques realizados em meio de cultura contendo 0,001% (m/v)
de L-arabinose, apresentado na Figura 24B, observou-se um comportamento semelhante ao
verificado no experimento no qual nao foi adicionado L-arabinose no meio de cultura. A
semelhanga entre estes tratamentos sugere que um nivel de expressdo basal da expressao
dos genes VIOABCDE pode ter ocorrido no tratamento realizado em meio de cultura sem a
adi¢ao de indutor, pois as caracteristicas da pigmentagdo das UFC obtidas em cada um dos
repiques destes dois tratamentos foi semelhante. A adi¢ao de 0,001% (m/v) de L-arabinose
nao foi suficiente para induzir uma forte produgao de violaceina nas culturas.

Os resultados do experimento em que os repiques foram realizados em meio de
cultura contendo 1% (m/v) de L-arabinose, apresentado na Figura 24C, demonstraram que
neste tratamento a producdo de violaceina foi acentuada no terceiro repique. O primeiro
repique deste tratamento ndo apresentou grande diferenca nas caracteristicas das UFC em
relacdo aos primeiros repiques realizados nos demais tratamentos. No segundo repique, as
UFC escuras e mistas se apresentavam praticamente na mesma propor¢do. No terceiro
repique foi observada elevada produgdo de violaceina atingindo 18,2 mg/gMS. A
pigmentagdo das UFC formadas pela inoculacdo desta cultura em meio sélido demonstrou

que as coldnias escuras estavam em maior nimero na cultura em relagdo as UFC brancas e
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mistas. No terceiro repique observou-se drastica diminui¢do da producao de violaceina e
formacao de 100% de UFC brancas. Este resultado sugere que a grande producgdo de
violaceina obtida no repique anterior pode ter inibido o surgimento de coldnias produtoras
do pigmento no quarto repique.

Os resultados obtidos com relacdo ao experimento de repiques em meio de cultura
solido demonstraram que, como esperado, ndo ocorreu producao de violaceina detectavel
visualmente nos tratamentos ndo induzidos 2, 4, 7 e 5, apresentados na Figura 25. Os
tratamentos 3 e 8, nos quais foram realizadas as primeiras indug¢des para produgdo de
violaceina, apresentaram forte coloragdo violeta ao longo de toda a estria de diluicdo;
porém, na regido onde se formaram colonias isoladas, ocorreu variagdo na forma de
pigmentagdo. Foram observadas coldnias onde ocorreu produgdo de violaceina na regido
central da coldnia; no entanto, na regido periférica a colonia tornou-se mais clara, indicando
auséncia ou forte redugdo da produgdo de violaceina. Esta caracteristica de pigmentagao
variou de colonias inteiramente escuras até colonias com uma pequena regido central escura
e regides periféricas claras. Este padrdo de pigmentacgdo indica que no inicio da formagao
da colonia a E. coli TOP (pBvioABCDE) foi capaz de produzir violaceina, porém, de
alguma forma, a produgdo parou ou foi fortemente reduzida posteriormente. Sabe-se que a
violaceina ¢ toxica para muitos microrganismos, logo pode ter ocorrido alguma forma de
resposta pela E. coli de forma a reprimir a produgdo de violaceina. Isto pode ter ocorrido
pela alteracdo do plasmidio pBvioABCDE, ou mesmo pelo redirecionamento ou repressao
da produgdo de algum metabolito necessario para a biossintese da violaceina. A violaceina
intracelular pode ter atuado como repressora das enzimas codificadas pelos genes
VioOABCDE ou mesmo ter interferido na sua propria produgao.

O tratamento 6 apresentou caracteristicas distintas em relagdo aos demais
tratamentos observados anteriormente. Observou-se que no inicio da estria de diluicao deste
tratamento nao ocorreu produgdo de violaceina ou esta foi fortemente reduzida em relagdo a
regido da estria onde se formaram coldnias isoladas. Na regido onde ocorreu produgdo de
violaceina, observou-se o surgimento de colonias pigmentadas, parcialmente pigmentadas e
ndo pigmentadas. Este comportamento ndo foi observado nos tratamentos 3 e 8, nos quais a

inducdo para a producdo de violaceina foi realizada pela primeira vez. De alguma forma a
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Figura 25. Resultados do experimento de repiques em meio de cultura solido. A) As caracteristicas dos
fenotipos observados nas culturas sdo indicadas pelos sinais —, +, *, ** #a e #b associados ao respectivo
tratamento. B) Caracteristicas das culturas obtidas nos diferentes tratamentos. Os sinais —, +, *, ** #a ¢ #b
indicados nas figuras, referem-se aos sinais associados aos nimeros dos tratamentos em A. Os sinais + e -
indicam os tratamentos onde ocorreram producdo e auséncia de producdo de violaceina, respectivamente. No
tratamento indicado pelo sinal *, o inicio da estria de diluig@o apresentou auséncia de produgdo de violaceina
e a regido final da estria apresentou coldnias produtoras e colonias ndo produtoras de violaceina. O tratamento
indicado pelo sinal ** apresentou produgio de violaceina reduzida em relagdo aos tratamentos +. Os indculos
dos tratamentos contendo os sinais #a e #b foram obtidos a partir das regides indicadas pelas setas branca e
cinza da figura indicada pelo sinal *, respectivamente. O tratamento indicado pelo sinal #a apresentou
auséncia de produgdo de violaceina no inicio da estria de dilui¢do e produg@o na regido final da estria. O
tratamento indicado pelo sinal #b apresentou uma pequena regido nio produtora de violaceina no inicio da
estria de diluig¢do, e no restante da cultura observou-se uma populagdo mista de colonias brancas, esverdeadas
e escuras.

expressdo dos genes VIOABCDE e/ou a propria violaceina podem/pode fazer com que a
bactéria induzida, quando repicada novamente em meio de cultura contendo indutor, forme

uma cultura contendo uma parte de bactérias produzindo violaceina e outra ndo produzindo.
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Uma caracteristica interessante relacionada ao fendtipo observado no tratamento 6 ¢
o fato que em uma estria de dilui¢do a populagdo mais abundante de bactérias inoculadas
tem maior probabilidade de formar coldnias isoladas. Logo, presume-se que as bactérias
ndo pigmentadas do inicio da estria de dilui¢do ainda poderiam ser capazes de produzir
violaceina, e que a inibi¢do da producdo provavelmente estaria relacionada com a
densidade celular, pois a producdo de violaceina ocorreu predominantemente na regido
onde ocorreram coldnias isoladas. Existe a possibilidade de que as bactérias induzidas que
ndo produzem violaceina de forma detectavel visualmente estejam competindo na cultura
com as que produzem de forma a gerar colonias pigmentadas. As bactérias que produzem
violaceina estariam possivelmente em desvantagem em relagdo as ndo produtoras, pois
necessitam expressar os cinco genes do operon VIOABCDE, desviar uma parte da producéo
de L-triptofano, do oxigénio captado e do NADPH intracelular (Momen et al., 1998) para a
producdo de violaceina, além de acumular esta molécula sabidamente toxica para muitos
organismos. Dessa forma, poder-se-ia explicar o fato das colonias produtoras de violaceina
ocorrerem somente no final da estria de dilui¢do, pelo fato destas ndo conseguirem
competir com as bactérias que nao produzem violaceina. Esta hipotese poderia explicar o
porqué destas coldnias produtoras de violaceina ocorrerem apenas isoladamente. Além
disso, o crescimento das coldnias ndo produtoras de violaceina, que possivelmente ¢ mais
rapido, culminaria com a diminui¢do local da concentragdao de nutrientes do meio de
cultura, colaborando para o ndo surgimento ou surgimento reduzido de colonias
pigmentadas detectaveis visualmente.

A Dbactéria E. coli TOP10 possui uma mutagdo no gene araD que impede o
metabolismo da L-arabinose. E possivel que nas células induzidas que ndo produzem
violaceina, ainda esteja ocorrendo a expressao do gene araC do plasmidio pBvioABCDE.
A expressao desse gene, que codifica um fator de transcri¢do induz a célula a expressar o
gene arakE que codifica a proteina responsavel pelo transporte de L-arabinose para a célula,
elevando a velocidade de transporte e a concentragdo intracelular de L-arabinose. Dessa
forma, segundo a hipdtese de Khlebnikov et al. (2002), em uma populacdo de células
induzidas por L-arabinose a expressdo dos genes VIOABCDE estaria restrita a fragdo da
populacdo que esta induzida, ¢ ndo ao nivel de expressdo de cada célula individualmente.

As células que atingirem a concentragao intracelular de L-arabinose necessaria a indugdo da
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expressao do gene araC, serdao induzidas e captardo mais indutor do meio cultura; e as que
ndo atingirem este nivel permanecerdo nao induzidas. Assim, ¢ possivel que esteja
ocorrendo uma competicdo por indutor entre as bactérias que produzem e as que nao
produzem violaceina, possivelmente favorecendo as nao produtoras do pigmento.

O tratamento 9 apresentou diminui¢do da produ¢do de violaceina em relagdo aos
tratamentos 3 e 8. Experimentos semelhantes ao realizado no tratamento 9 demonstraram
alta variabilidade de fenodtipos das culturas obtidas. E possivel que neste tratamento a
violaceina intracelular ou a expressdo dos genes VIOABCDE possam ter afetado as células
de alguma forma. Estas células permaneceram viaveis quando cultivadas novamente em
meio de cultura sem suplementacdo de indutor. Todavia, quando estas foram induzidas
novamente a produzir violaceina, o fendtipo relativo a producdo deste pigmento apresentou
reducdo na intensidade de pigmentagao da cultura.

Nos experimentos em que foram utilizadas linhagens que nunca haviam produzido
violaceina anteriormente, o fendtipo de producdo de violaceina permaneceu conservado.
Uma explicacdo para esta variabilidade de fendtipos observados nas culturas obtidas a
partir de indculos que foram induzidos em algum momento anterior pode estar relacionada
ao efeito toxico da violaceina sobre os genes VIOABCDE e sobre o0 DNA gendmico da E.
coli, como explicado adiante.

Os inéculos utilizados nos tratamentos 10™ e 10™ foram obtidos a partir de regides
distintas da cultura do tratamento 6. O indculo utilizado no tratamento 10™ foi obtido a
partir de uma colonia inteiramente pigmentada do tratamento 6, indicada pela seta de cor
branca na Figura 25B; e o inéculo do tratamento 10™ foi obtido a partir da regido nio
pigmentada do tratamento 6, indicada pela seta de cor cinza na Figura 25B. Verificou-se no
tratamento 10" a ocorréncia de uma pequena regido nio pigmentada no inicio da estria de
diluicdo, seguida por uma populacdo mista de colonias ndo pigmentadas e colonias com
pigmentacdo escura e esverdeada. Na maior parte da estria de dilui¢do ocorreram colonias
inteiramente brancas, colonias com pigmentagdo escura e colonias com pigmentacao
esverdeada. Na cultura do tratamento 10™ verificou-se que na regido do inicio da estria de
diluig¢do da cultura, local que apresentou maior densidade celular, ndo ocorreu producao de
violaceina detectavel visualmente. Contudo, no final da estria de dilui¢do onde ocorrem

colonias isoladas, surgiram colonias com pigmentag¢do predominantemente escura.
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Na cultura do tratamento 10™ parece ter ocorrido um evento semelhante ao que
ocorreu na cultura do tratamento 6, pois ambas apresentaram caracteristicas em comum,
exceto que praticamente todas as coldnias no final da estria de diluicdo do tratamento 10™
apresentaram pigmentacdo escura. Na cultura do tratamento 10, o surgimento de colonias
produtoras de violaceina indica que dentre as colonias ndo pigmentadas da cultura do
tratamento 6 utilizado como inoculo (regido indicada pela seta cinza na Figura 25B) ainda
existiam células capazes de produzir o pigmento. Na pequena regido do inicio da estria de
dilui¢do do tratamento 10™ que ndo apresentou colonias pigmentadas, parece ter ocorrido
um evento semelhante aos observados nos tratamentos 6 ¢ 10™. O surgimento de col6nias
pigmentadas na regiio de maior densidade celular da cultura do tratamento 10" sugere que
a auséncia de colonias pigmentadas na regido da estria de dilui¢do que contem maior
densidade celular verificada nos tratamentos 6 ¢ 10", poderia estar relacionada com o
in6culo utilizado. Na cultura do tratamento 10™ o inéculo foi obtido a partir de uma regido
da cultura do tratamento 6 onde ndo estava ocorrendo producdo de violaceina de forma
detectavel visualmente. Como observado na cultura do tratamento 9 e explicado
anteriormente, o fen6tipo de uma cultura obtida a partir de um indculo que foi induzido
anteriormente pode gerar uma cultura com fendtipo variavel. Presume-se que este fato
possa ter ocorrido na cultura apresentada do tratamento 10™, concomitantemente com a
formacao de coldnias incapazes de produzir violaceina devido a alteragcdes no plasmidio

pBvioABCDE.

5.2.6. Avaliacao da instabilidade do plasmidio pBvioABCDE em E. coli
TOP10

Neste experimento de repiques em meio de cultura liquido foi verificada formagao
de pigmentos escuros no primeiro repique em meio de cultura contendo indutor para a
expressdo dos genes VIOABCDE. No segundo, terceiro e quarto repiques nao foi verificada
visualmente formacdo de pigmentos ou ocorreu forte diminuigdo da produgdo, como
mostrado na Figura 26.

O perfil de digestdo dos plasmidios obtidos a partir da cultura indculo e da cultura

do repique 4 apresentou grande diferenga, indicando que de alguma forma a expressao dos
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genes VIOABCDE e/ou a produgdo de violaceina pode/podem ter alterado o plasmidio
pBvioABCDE, como apresentado na Figura 27. Esta pode ser a causa, ou uma das causas

da ndo formagado ou diminui¢ao da produ¢do de violaceina nos repiques 2, 3 e 4.

Inéculo 1° Repique 2° Repique 3° Repique 4° Repique
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Figura 26. Resultados do experimento de repiques em meio de cultura liquido. O indculo foi obtido a partir
de uma cultura da bactéria E. coli TOP10 (pBvioABCDE) cultivada em meio de cultura LB suplementado
com ampicilina. Este foi inoculado em meio de cultura LB liquido suplementado com ampicilina e L-
arabinose, e cultivado por 24 h a 37°C a 150 rpm. Este primeiro repique foi utilizado para inocular o segundo
repique no mesmo meio de cultura e com as mesmas condi¢des de cultivo, e assim sucessivamente foram
realizados repiques utilizando a cultura anterior como inéculo. Dessa forma foram obtidos quatro repiques.
Foi verificada a formagao de pigmentos somente na cultura obtida no primeiro repique.

Pela analise computacional do perfil de digestdo da seqiiéncia do plasmidio
pBvioABCDE com a enzima de restricdo Rsal, verificou-se que o perfil de digestdao do
plasmidio extraido a partir da cultura do quarto repique em meio cultura liquido nao
apresentou as bandas esperadas pela digestdo dos quadros abertos de leitura dos genes
VIOABCDE. Ja o plasmidio extraido a partir da cultura inéculo apresentou as bandas
esperadas. A transformagdo da E. coli TOP10 com os plasmidios extraidos a partir da
cultura inéculo e da cultura do quarto repique gerou coldnias produtoras e nao produtoras

de violaceina, respectivamente. Este resultado reforca a hipotese da ocorréncia de
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Figura 27. Gel de eletroforese do plasmidio pBvioABCDE digerido com a enzima de restricdo Rsal. M)
Marcador de peso molecular A/HindIII. 1) Plasmidio pBvioABCDE digerido com a enzima Rsal, extraido a
partir da cultura in6culo da bactéria E. coli TOP10 (pBvioABCDE) cultivada em meio de cultura LB
suplementado com ampicilina. 2) Plasmidio pBvioABCDE digerido com a enzima Rsal, extraido a partir da
cultura obtida no quarto repique da bactéria E. coli TOP10 (pBvioABCDE) cultivada em meio de cultura LB
liquido suplementado com ampicilina e L-arabinose.

alteracdes de regides do plasmidio pBvioABCDE relacionadas a biossintese de violaceina.
A realizacdo de quatro repiques utilizando-se como indculo as culturas anteriores,
possivelmente permitiu que fossem selecionadas apenas as células que possuiam o gene de
resisténcia a ampicilina funcional. A perda de regides do plasmidio diminuiria a energia
necessaria a replicagdo deste, favorecendo as células portadoras de plasmidios de tamanho
reduzido. Presume-se que tanto no experimento de repiques em meio de cultura solido
quanto no experimento realizado em meio liquido a produgdo de violaceina possa ter
causado danos ao plasmidio pBvioABCDE bem como ao DNA do cromossomo da E. coli
TOP10, pois estd comprovado que a violaceina pode causar danos a molécula de DNA
(Andrighetti-Frohner et al., 2006). Danos causados ao DNA poderiam explicar o fato de
colonias de E. coli produtoras de violaceina, quando repicadas sucessivamente, perdem a
capacidade de produgdo do pigmento. E possivel que os genes responséaveis pela biossintese
de metabolitos necessarios a producdo desta molécula tenham sido danificados. O
surgimento de linhagens com fenotipos varidveis quando foram utilizados indculos
induzidos em algum momento anterior, também poderia ser explicado pela hipdtese de

alteracao do DNA devido a produgdo de violaceina.
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O mecanismo de regulagdo da expressdo do operon vio em C. violaceum assegura
que a expressdo destes genes ocorra somente quando as células atingirem elevadas
densidades celulares. Dessa forma, a produgdo de violaceina e intermediarios ocorre
quando a maior parte das células ja nao estd se multiplicando devido a falta de nutrientes.
Neste estado fisioldgico a replicagdo do DNA cromossomal esta fortemente reduzida.
Nesse contexto, ¢ possivel supor-se que o efeito genotoxico da violaceina ou intermediarios
estaria relacionado a fase de replicagdo do DNA, pois na E. coli estudada a produgdo de
violaceina foi induzida a partir do inicio da cultura culminando com a ocorréncia de
alteragcdes no pBvioABCDE. Outra hipotese poderia ser a ocorréncia de recombinagdo

homologa entre o plasmidio pPBvioABCDE ¢ o DNA cromossémico da E. coli.

5.2.7. Anadlise da violaceina produzida por E. coli TOP10 (pBvioABCDE)

Por meio da purificagio da violaceina produzida pela E. coli TOPI10
(pBvioABCDE) foi obtida uma banda de coloracdo violeta na ldmina de cromatografia de
camada delgada (TLC), como apresentado na Figura 28. Outras bandas de diferentes
coloracdoes também foram observadas. A banda de coloragdo violeta foi isolada,
ressuspendida em etanol e avaliada por meio de espectrometria de UV-VIS.

O espectro de UV-VIS da amostra de coloracdo violeta foi semelhante ao observado
na literatura para a violaceina. As diferengas do espectro obtido em relagdo aos observados
na literatura devem-se provavelmente a metodologia utilizada para a purificagdo da
violaceina. No espetro de UV-VIS da violaceina utilizado para comparagdo com o espectro
da Figura 29 esta molécula foi purificada por varios processos de extragao em diferentes
solventes, cristalizacdo, HPLC preparativa e recristalizacdo (Rettori, 1996). Os picos
observados na analise de UV-VIS da violaceina pura ocorreram nos comprimentos de onda
de 210, 258, 372 e 575 nm; e um ombro em 296 nm (Rettori, 1996). Na violaceina
purificada por TLC no presente trabalho foram observados picos em 218 e 562 nm. O

ombro a 596 nm e os demais picos observados na literatura ndo estdo bem definidos.
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Figura 28. Cromatografia de camada delgada em silica gel G60 do extrato de violaceina produzida por E. coli
TOP10 (pBvioABCDE). Foi utilizado metanol 99,9% (v/v) como eluente.

Os espectros de UV-VIS da violaceina e da desoxiviolaceina sdo muito semelhantes

(Sanchez et al., 2006), refletindo a semelhanga estrutural destas moléculas. Na amostra
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Figura 29. Espectro de UV-VIS do extrato bruto da violaceina extraida da E. coli TOP10 (pBvioABCDE).

purificada por TLC ¢ possivel que estes dois compostos estejam presentes na amostra
avaliada por UV-VIS, bem como outras moléculas que se deslocaram juntamente com a
violaceina durante a cromatografia. A presenca de diferentes moléculas na amostra explica

a causa da diferenga do espectro obtido em relag@o ao observado na literatura.
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5.2.8. Cinética de crescimento e producao de violaceina em
Escherichia coli TOP10 (pBvioABCDE)

Para a otimizagdo da producdo de violaceina ¢ importante a obtencdo dos dados
cinéticos da geracdo de produto e biomassa. Dessa forma, um biorreator pode ser
devidamente projetado e operado em condi¢des que permitam a obtencdo de elevados
rendimentos e produtividades.

Nos experimentos cinéticos realizados, a produg¢dao de violaceina ocorreu na
primeira tentativa de indugdo da produgao de violaceina pela adi¢do de L-arabinose ao meio
de cultura (Figura 30C), ao contrario do observado no experimento do item 5.2.5. A analise

da cinética de crescimento e produg@o de violaceina por E. coli TOP10 (pBvioABCDE)

Figura 30. Culturas avaliadas no experimento de andlise cinética de crescimento e produgdo de violaceina em
E. coli TOP10 (pBvioABCDE). A) Adigdo de L-arabinose na quinta hora de cultivo. B) Sem adigdo de L-
arabinose. C) Adicao de L-arabinose no inicio do cultivo.

demonstrou que neste microrganismo o apice da producdo de violaceina ocorreu apds seis
horas de cultivo, como apresentado na Figura 31C. Apds este periodo, observou-se um
decaimento da concentracdo de violaceina em relagdo a massa seca. Esta diminui¢do se
estabilizou apds 18 h de cultivo. E possivel que este decaimento tenha ocorrido devido &
lise celular nas bactérias produtoras de violaceina. A metodologia utilizada permitiu avaliar
apenas a violaceina contida nas células. Outro fator que deve ter contribuido para este

decaimento ¢ o surgimento de mutantes ndo produtores de violaceina na cultura.
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Figura 31. Cinética de crescimento e producdo de violaceina para E. coli TOP10 (pBvioABCDE) cultivada
em meio de cultura LB suplementado com 3% (m/v) de glicerol e 100 ug/mL de ampicilina. A) Tratamento
sem suplementagdo de L-arabinose. B) Tratamento com suplementacdo de 1% (m/v) de L-arabinose a partir da
quinta hora de cultivo. C) Tratamento com suplementagdo de 1% (m/v) de L-arabinose desde o inicio da

cultura. Os simbolos m e ¢ representam a massa seca e a concentragdo de violaceina, respectivamente.

Nas culturas induzidas apos a quinta hora de cultivo e nas culturas ndo induzidas

nao foi verificada produc¢do de violaceina em grandes quantidades. O fato de a cultura
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induzida apds a quinta hora de cultivo apresentar produc¢do de violaceina praticamente
insignificante quando comparada a cultura induzida desde o inicio do cultivo, pode ter
ocorrido devido a diferentes fatores. Uma das provaveis explicagdes para este fato deve-se
a instabilidade caracteristica da produ¢do de violaceina por E. coli (August et al., 2000).
Outra explicacdo pode estar relacionada a necessidade de metabdlitos especificos que sao
produzidos especificamente para reagdes de biossintese, como o NADPH (Momen et al.,
1998). Durante o experimento foi observado que a cultura em que foi possivel a obtencao
da maior concentracdo de violaceina, apresentada na Figura 31C, tornou-se fortemente
verde na terceira hora de cultivo. Esta coloragdo verde tornou-se violeta-escuro, indicando
producdo de pigmentos, como apresentado na Figura 30C.

Aproximadamente trés horas apo6s a inducao (Figura 30A) do tratamento induzido
na quinta hora de cultivo, também foi observado o surgimento de uma pigmentacao verde
nesta cultura. Entretanto esta coloracdo verde ndo se tornou escura como foi observado na
cultura induzida desde o inicio do experimento.

Pigmentos verdes chamados de cromoviridans e desoxicromoviridans foram obtidos
em experimentos de produgdo de violaceina a partir de extratos celulares de
C. violaceum. Verificou-se que estes pigmentos se acumulavam no sistema, ¢ que a
produgdo de violaceina ocorria somente apds a adigdo de NADPH (Momen et al., 1998). O
NADPH ¢ utilizado principalmente em reacdes de biossintese, momento em que ¢
produzido em grandes quantidades. A diminui¢cdo da concentracdo de NADPH pode ter
sido um dos fatores que impossibilitaram a produ¢@o de violaceina na cultura induzida na
quinta hora de cultivo. O surgimento dos pigmentos verdes previamente a produgdo de
violaceina, estd de acordo com a via metabdlica de biossintese da violaceina proposta por
Sanchez et al. (20006).

As curvas de crescimento das culturas induzidas e nao induzidas ndo apresentaram
grandes diferengas quanto a massa seca, obtendo-se em média 1,4 gMS/L com 18 h de
cultivo. O maior rendimento obtido para a producdo de violaceina foi de 22,06 mg/gMS,
que corresponde a 97,32% do valor obtido em C. violaceum (Mendes et al., 2001).
Considerando que este valor foi obtido em 6 h de cultivo obtém-se uma produtividade de
5,83 nmol/mL-h que corresponde a 17% da obtida em C. violaceum (Mendes et al., 2001).

Se considerarmos a produtividade de violaceina em fungao da biomassa e nao do volume de
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meio de cultura, obtém-se 10,71 umol/gMS-h em E. coli contra 1,83 pmol/gMS-h em C.
violaceum (Mendes et al., 2001). A bactéria Black Beauty (Tan et al., 2004) produz 38,97
g/L de massa imida e 2,1 g/L de violaceina bruta em 96 h de cultivo em frascos agitados
(Tan et al., 2004). Supondo que este microrganismo possui 40% de agua em sua
composi¢ao obtém-se 23,38 gMS/L, rendimento de 89,81 mg/gMS e produtividade de 0,94
mg/gMS-h de violaceina bruta. O rendimento e produtividade de violaceina bruta
observados na E. coli TOP (pBvioABCDE) correspondem a 24,56% ¢ 392% do observado
para a bactéria Black Beauty, respectivamente. Estudos cinéticos sdo necessarios para se
obter melhores estimativas das produtividades de violaceina das bactérias C. violaceum e
Black Beauty.

Neste trabalho ndo foram realizados experimentos visando a otimizacdo da
produgdo de biomassa. A otimiza¢do da produgdo de biomassa em E. coli expressando
genes heterdlogos atinge até 92 gMS/L (Gombert e Kilikian, 1997). Dessa forma, se
concentragdes de biomassa proximas a esta forem obtidas em E. coli produzindo violaceina,
sera possivel obter melhores produtividades. A metodologia utilizada para a avaliagdo da
producéo de violaceina por E. coli TOP10 (pBvioABCDE) ndo permitiu a quantificagdo da
violaceina que foi liberada no meio de cultura devido a lise celular. Assim, ¢ possivel que
se tenha obtido maiores valores para a produgdo deste pigmento.

Uma vantagem com relagdo a utilizagdo da E. coli para a produgdo de violaceina é o
fato desta linhagem ndo ser patogénica como a C. violaceum. Esta caracteristica pode ser
importante quando se tem em vista as aplicacdes biomédicas da violaceina e quanto a
questoes de seguranga dos pesquisadores. Estudos com relagdo a patogenicidade da bactéria

Black Beauty ainda ndo foram realizados.



CAPITULO 6 - Conclusodes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

e Foi possivel produzir violaceina em E. coli por meio da expressdo do operon
ViOABCDE sob controle do promotor araBAD;

e Foi possivel obter um rendimento na produgao de violaceina em E. coli proximo
ao obtido em culturas de C. violaceum ATCC 12472;

e A produtividade de violaceina em fung¢@o da massa seca em E. coli foi superior a
observada em C. violaceum e na bactéria Black Beauty;

e Um dos fatores responsaveis pela instabilidade da producdo heterdloga de
violaceina em E. coli deve-se as alteragdes que a produgdo desta molécula pode gerar no
plasmidio pBvioABCDE;

e Para melhorar a producdo de violaceina por E. coli s3o necessarios mais estudos
com intuito de contornar o problema da instabilidade gerada pela producao desta molécula;

e Para a realizagdo de futuros ensaios de produgdo de violaceina em E. coli,
sugere-se a avaliagdo do uso de cultivos descontinuos alimentados visando a obtencao de

culturas com elevadas densidades celulares;
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Anexos

7.1. Sequéncia Nucleotidica do Plasmidio pBADMycHisB

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGTAACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAA
GCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGATCC
TACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTAACCATGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATATGGGAATTCGAA
GCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTT
TCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGC
GCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTC
TCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTG
ACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGA
GTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA
CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCG
TGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCA
GTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGT
TGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCA
ACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCA
TTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAG
CATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTA
ACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGG
ACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTT
TTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC
TGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTA
CGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCC
GACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCG
AAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAAACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGT
CTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTT
GATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGC
TGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATT
ATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTT
GCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACC
CACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCC
CTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACG
AGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAG

7.2. Operon VvioABCD da Bactéria Chromobacterium violaceum
ATCC 12472

acgaaaggcagcatcccgattccaaggcgcgagtgccgtaggttttcgecgeccatgeccgtecgecgttgecgegeggegggegtgagttgactagtcaaaaggacattcgcgATGAAGCA
TTCTTCCGATATCTGCATTGTCGGCGCCGGCATCAGCGGCCTGACCTGCGCCAGCCATCTGCTCGACTCGCCCGCTTGCCGCGGCCTGTCGCTGCGCATCTTCGACATGCAGCAGGAGGCGG
GCGGCCGCATCCGCTCGAAGATGCTGGATGGCAAGGCGTCGATAGAGCTGGGCGCGGGGCGATACTCCCCGCAGCTGCACCCGCATTTCCAGAGCGCGATGCAGCATTACAGCCAGAAGAGC
GAGGTGTATCCGTTCACCCAGCTGAAATTCAAGAGCCATGTCCAGCAGAAGCTGAAGCGGGCGATGAACGAGTTGTCGCCCAGGCTGAAAGAGCATGGCAAGGAATCCTTTCTCCAGTTCGT
CAGCCGCTACCAGGGCCATGACAGCGCGGTGGGCATGATCCGCTCCATGGGCTACGACGCGCTGTTCCTGCCCGACATCTCGGCCGAGATGGCCTACGACATCGTCGGCAAGCACCCGGAAA
TCCAGAGCGTGACCGATAACGACGCCAACCAGTGGTTCGCGGCGGAAACGGGCTTTGCGGGCCTGATCCAGGGCATCAAGGCCAAGGTCAAGGCTGCCGGCGCGCGCTTCAGCCTGGGTTAC
CGGCTGCTGTCGGTGAGGACGGACGGCGACGGCTACCTGCTGCAACTGGCCGGCGACGACGGCTGGAAGCTGGAACACCGGACCCGCCATCTGATCCTGGCCATTCCTCCGTCGGCGATGGC
CGGGCTCAATGTCGACTTCCCCGAGGCGTGGAGCGGCGCGCGCTACGGCTCGCTGCCGCTGTTCAAGGGTTTCCTCACCTACGGCGAGCCATGGTGGCTGGACTACAAGCTGGACGACCAGG
TGCTGATCGTCGACAACCCGCTGCGCAAGATCTACTTCAAGGGCGACAAGTACCTGTTCTTCTACACCGACAGCGAGATGGCCAATTACTGGCGCGGCTGCGTGGCCGAAGGAGAGGACGGC
TACCTGGAGCAGATCCGCACCCATCTGGCCAGCGCGCTGGGCATCGTTCGCGAGCGCATTCCCCAGCCCCTCGCCCATGTGCACAAGTATTGGGCGCATGGCGTGGAGTTCTGCCGCGACAG
CGATATCGACCATCCGTCCGCGCTCAGCCACCGCGACAGCGGCATCATCGCCTGTTCGGACGCCTACACCGAGCACTGCGGCTGGATGGAGGGCGGCCTGCTCAGCGCCCGCGAAGCCAGCC
GTCTGCTGCTGCAGCGCATCGCCGCGTGAACGGTCCGGCCGCCGCATCGCGTCGCCGCCCGGTTCCGGGCGGCGCTTGTCAGCCATGACCGTTCGGGAAACACATGAGCATTCTGGATTTTC
CACGCATCCATTTCCGCGGCTGGGCGCGGGTCAACGCGCCCACCGCCAACCGCGATCCGCACGGCCACATCGACATGGCCAGCAATACGGTGGCCATGGCAGGCGAACCGTTCGACCTCGCG
CGCCATCCGACCGAGTTCCACCGCCACCTGCGGTCGCTGGGGCCGCGTTTCGGCCTGGACGGCCGGGCTGACCCGGAAGGGCCGTTCAGCCTGGCCGAGGGCTACAACGCGGCCGGCAACAA
CCATTTCTCCTGGGAGAGCGCCACCGTCAGCCACGTGCAGTGGGATGGCGGCGAAGCGGACCGCGGCGACGGCCTGGTCGGCGCCAGGCTGGCGCTGTGGGGGCATTACAACGATTACCTGC
GCACCACCTTCAACCGCGCGCGCTGGGTGGACAGCGACCCCACCCGCCGCGACGCGGCGCAGATCTACGCCGGGCAGTTCACGATCAGCCCGGCCGGCGCCGGACCGGGCACGCCCTGGCTG
TTCACCGCCGACATCGACGACAGCCACGGCGCGCGCTGGACGCGCGGCGGCCACATCGCCGAGCGCGGCGGCCATTTCCTGGACGAGGAGTTCGGCCTGGCGCGGCTGTTCCAGTTCTCGGT
GCCCAAAGACCATCCGCACTTCCTGTTCCACCCGGGGCCATTCGATTCCGAAGCCTGGCGCAGGCTGCAGCTGGCGCTGGAGGACGACGACGTGCTCGGCCTGACGGTGCAGTACGCGCTGT
TCAATATGTCGACGCCGCCGCAACCCAACTCGCCGGTGTTCCACGACATGGTCGGCGTGGTCGGCCTGTGGCGGCGCGGCGAACTGGCCAGCTACCCGGCCGGCCGGCTGCTGCGTCCGCGL
CAGCCCGGGCTGGGCGATCTGACGCTGCGCGTAAGCGGCGGCCGCGTGGCGCTGAATCTGGCCTGCGCCATTCCGTTCTCCACCCGGGCGGCGCAGCCGTCCGCGCCGGACAGGCTGACGCC
CGATCTCGGGGCCAAGCTGCCGTTGGGCGACCTGCTGCTGCGCGACGAGGACGGCGCGTTGCTGGCGCGGGTGCCGCAGGCGCTTTACCAGGATTACTGGACGAACCACGGCATCGTCGACC
TGCCGCTGCTGCGCGAGCCCAGGGGCTCGCTGACGCTGTCCAGCGAGCTGGCCGAATGGCGCGAGCAGGACTGGGTCACGCAGTCCGACGCCTCCAATCTTTATTTGGAAGCGCCGGACCGC
CGCCACGGCCGTTTCTTTCCGGAAAGCATCGCGCTGCGCAGCTATTTCCGCGGCGAGGCCCGCGCGCGCCCGGACATTCCCCACCGGATCGAGGGGATGGGTCTGGTCGGCGTGGAGTCGCG
CCAGGACGGCGATGCCGCCGAATGGCGGCTGACCGGCCTGCGGCCCGGCCCGGCGCGCATCGTGCTCGACGACGGCGCGGAGGCGATCCCGCTGCGGGTGCTGCCGGACGACTGGGCGTTGG
ACGACGCGACGGTGGAGGAGGTCGATTACGCCTTCCTGTACCGGCACGTGATGGCCTATTACGAGCTGGTCTACCCGTTCATGTCCGACAAGGTGTTCAGCCTGGCCGACCGCTGCAAGTGC
GAGACCTACGCCAGGCTGATGTGGCAGATGTGCGATCCGCAGAACCGGAACAAGAGCTACTACATGCCCAGCACCCGCGAGCTGTCGGCGCCCAAGGCCAGGCTGTTCCTCAAATACCTGGC
CCATGTCGAGGGCCAGGCCAGGCTGCAGGCGCCGCCGCCGGCCGGGCCGGCGCGCATCGAGAGCAAGGCCCAGCTGGCGGCCGAGCTGCGCAAGGCGGTGGATCTGGAGTTGTCGGTGATGC
TGCAGTACCTGTACGCCGCCTATTCCATTCCCAATTACGCCCAGGGCCAGCAGCGGGTGCGCGACGGCGCGTGGACGGCGGAGCAGCTGCAGCTGGCCTGCGGCAGCGGCGACCGGCGCCGL
GACGGCGGCATCCGCGCCGCGCTGCTGGAGATCGCCCACGAGGAGATGATCCATTACCTGGTGGTCAACAACCTGCTGATGGCGCTGGGCGAGCCGTTCTACGCCGGCGTGCCGCTGATGGG
CGAGGCGGCGCGGCAGGCGTTCGGCCTGGACACCGAATTCGCGCTGGAGCCGTTCTCCGAGTCGACGCTGGCGCGCTTCGTCCGGCTGGAATGGCCGCACTTCATCCCTGCGCCGGGCAAAT
CCATCGCCGACTGCTACGCCGCCATCCGCCAGGCCTTTCTCGATCTGCCCGACCTGTTCGGCGGCGAGGCCGGCAAGCGCGGCGGCGAGCACCACTTGTTCCTCAACGAGCTGACCAACCGC
GCCCATCCCGGCTACCAGCTGGAGGTGTTCGATCGCGACAGCGCGCTGTTCGGCATCGCCTTCGTCACCGACCAGGGCGAGGGCGGGGCGCTGGACTCGCCGCATTACGAGCATTCGCATTT
CCAGCGGCTGCGGGAGATGTCGGCCAGGATCATGGCGCAGTCCGCGCCGTTCGAGCCGGCGTTGCCGGCGCTGCGCAACCCGGTGCTGGACGAGTCGCCGGGCTGCCAGCGCGTGGCGGACG
GACGGGCGCGCGCGCTGATGGCGCTGTACCAGGGCGTGTACGAGCTGATGTTCGCGATGATGGCGCAGCACTTCGCGGTCAAGCCGCTGGGCAGCCTCAGGCGCTCGCGGCTGATGAACGCG
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GCGATCGACCTGATGACCGGCCTGCTCAGGCCGCTGTCCTGCGCGCTGATGAACCTGCCGTCGGGCATCGCCGGACGCACCGCCGGGCCGCCGCTGCCGGGGCCGGTGGATACCCGCAGCTA
CGACGACTACGCGCTGGGCTGCCGGATGCTGGCGCGGCGCTGCGAGCGCCTGCTGGAGCAGGCGTCGATGCTGGAGCCGGGCTGGCTGCCCGACGCGCAAATGGAACTGCTGGATTTCTACC
GCCGGCAGATGCTGGATTTGGCTTGTGGAAAGCTTTCTAGAGAGGCCTGAAATGAAAAGAGCAATCATAGTCGGAGGCGGGCTCGCCGGCGGGCTGACCGCCATCTACCTGGCGAAGCGCGG
CTACGAGGTCCACGTGGTGGAAAAGCGCGGCGACCCGCTGCGGGACCTGTCTTCCTACGTGGATGTGGTCAGCTCGCGGGCGATAGGCGTCAGCATGACCGTGCGCGGCATCAAGTCGGTGC
TGGCGGCCGGCATTCCGCGCGCGGAGCTGGACGCCTGCGGCGAACCCATCGTGGCGATGGCGTTTTCCGTCGGCGGCCAGTACCGGATGCGGGAGCTCAAGCCGCTGGAGGATTTCCGCCCG
CTGTCGCTGAACCGCGCGGCGTTTCAGAAGCTGCTGAACAAGTACGCCAACCTGGCCGGCGTCCGCTACTACT TCGAGCACAAGTGCCTGGACGTGGATCTGGACGGCAAGTCGGTGCTGAT
CCAGGGCAAGGACGGCCAGCCGCAGCGCTTGCAGGGCGATATGATCATCGGCGCCGACGGCGCGCACTCGGCGGTGCGGCAGGCGATGCAGAGCGGGTTGCGCCGCTTCGAATTCCAGCAGA
CTTTCTTCCGCCACGGCTACAAGACGCTGGTGCTGCCGGACGCGCAGGCGCTGGGCTACCGCAAGGACACGCTGTATTTCTTCGGCATGGACTCCGGCGGCCTGTTCGCCGGCCGCGCCGCC
ACCATCCCGGACGGCAGCGTCAGCATCGCGGTCTGCCTGCCGTACAGCGGCAGCCCCAGCCTGACCACCACCGACGAGCCGACGATGCGCGCCTTTTTCGACCGTTACTTCGGCGGCCTGCC
GCGGGACGCGCGCGACGAGATGCTGCGCCAGTTCCTGGCCAAGCCCAGCAACGACCTGATCAACGTCCGTTCCAGCACCTTCCACTACAAGGGCAATGTGCTGCTGCTGGGCGACGCCGCCC
ACGCCACCGCGCCTTTCCTCGGCCAGGGCATGAACATGGCGCTGGAGGACGCGCGCACCTTCGTCGAGCTGCTGGACCGCCACCAGGGCGACCAGGACAAGGCCTTTCCCGAGTTCACCGAG
CTGCGCAAGGTGCAGGCCGACGCGATGCAGGACATGGCGCGCGCCAACTACGACGTGCTCAGCTGCTCCAATCCCATCTTCTTCATGCGGGCCCGCTACACCCGCTACATGCATAGCAAGTT
TCCCGGCCTTTACCCGCCGGACATGGCGGAGAAGCTGTACTTCACGTCCGAGCCGTACGACAGACTGCAGCAGATCCAGAGAAAACAGAACGTTTGGTACAAGATAGGGAGGGTCAACTGAT
GAAGATTCTGGTCATCGGCGCGGGGCCGGCCGGCCTGGTGTTCGCCAGCCAACTGAAACAGGCGCGTCCGCTGTGGGCGATAGACATCGTCGAAAAGAACGACGAGCAGGAAGTGCTGGGCT
GGGGCGTGGTGCTGCCCGGCCGGCCCGGCCAGCATCCGGCCAATCCGCTGTCCTACCTGGACGCGCCGGAGAGGCTGAATCCGCAGTTCCTGGAAGACTTCAAGCTGGTCCACCACAACGAG
CCCAGCCTGATGAGCACCGGCGTGCTGCTGTGCGGCGTGGAGCGCCGCGGCCTGGTGCACGCCTTGCGCGACAAGTGCCGCTCGCAGGGCATCGCCATCCGCTTCGAATCGCCGCTGCTGGA
GCATGGCGAGCTGCCGCTGGCCGACTACGACCTGGTGGTGCTGGCCAACGGCGTCAATCACAAGACCGCCCACTTCACCGAGGCGCTGGTGCCGCAGGTGGACTACGGCCGCAACAAGTACA
TCTGGTACGGCACCAGCCAGCTGTTCGACCAGATGAACCTGGTGTTCCGCACCCACGGCAAGGACATTTTCATCGCCCACGCCTACAAGTACTCGGACACGATGAGCACCTTCATCGTCGAG
TGCAGCGAGGAGACCTATGCCCGCGCCCGCCTGGGCGAGATGTCGGAAGAGGCGTCGGCCGAATACGTCGCCAAGGTGTTCCAGGCCGAGCTGGGCGGCCACGGCCTGGTGAGCCAGCCCGG
CCTCGGCTGGCGCAACTTCATGACCCTGAGCCACGACCGCTGCCACGACGGCAAGCTGGTGCTGCTGGGCGACGCGCTGCAGTCCGGCCACTTCTCCATCGGCCACGGCACCACGATGGCGG
TGGTGGTGGCGCAGCTGCTGGTGAAGGCGCTGTGCACCGAGGACGGCGTGCCGGCCGCGCTGAAGCGCTTCGAGGAGCGCGCGCTGCCGCTGGTCCAGCTGTTCCGCGGCCATGCCGACAAC
AGCCGGGTCTGGTTCGAGACGGTGGAGGAGCGCATGCACCTGTCCAGCGCCGAGTTCGTGCAGAGCTTCGACGCGCGCCGCAAGTCGCTGCCGCCGATGCCGGAAGCGCTGGCGCAGAACCT
GCGCTACGCGCTGCAACGCTGAggaggccgcatggaaaaccgggaaccgccgctgectgecggegegetggagcagegectatgtgtegtactggagteccgatgectgecggatgaccagetga
cgtccggetactgctggttcgactacgagcge

7.3. Gene VvioE da Bactéria Chromobacterium violaceum ATCC
12472

TGGCGCAGAACCTYCGCTACGCGCTGCAACGCTGAggaggccgCATGGAAAACCGGGAACCGCCGCTGCTGCCGGCGCGCTGGAGCAGCGCCTATGTGTCGTACTGGAGTCCGATGCTGCCG
GATGACCAGCTGACGTCCGGCTACTGCTGGTTCGACTACGAGCGCGACATCTGTCGGATAGACGGCCTGTTCAATCCCTGGTCGGAGCGCGACACCGGCTACCGGCTGTGGATGTCCGAGGT
CGGCAACGCCGCCAGCGGCCGCACCTGGAAGCAGAAGGTGGCCTATGGCCGCGAGCGGACCGCCCTGGGCGAGCAGCTGTGCGAGCGGCCGCTGGACGACGAGACCGGCCCGTTCGCCGAGC
TGTTCCTGCCGCGCGACGTGCTGCGCCGGCTGGGCGCCCGCCATATCGGCCGCCGCGTGGTGCTGGGCAGGGAAGCCGACGGCTGGCGCTACCAGCGTCCGGGCAAGGGGCCGTCCACGTTG
TACCTGGACGCCGCCAGCGGTACGCCGCTGAGGATGGTGACCGGGGACGAGGCGTCGCGCGCGTCGCTGCGCGATTTCCCCAACGTCAGCGAGGCCGAGATTCCCGACGCCGTCTTCGCCGC
CAAGCGCTAGggcctggatcgggcagaaaaacggggctgctttcgggcageccccattgtecgteg

7.4. Determinagao dos Sitios de Restrigdo Presentes no Plasmidio

e no Operon vioABCD

Inicialmente apds a inicializagdo do programa Jellyfish, selecionou-se a opgao
File/New/DNA Sequence. Apés a abertura da janela central, colou-se nesta a seqiiéncia
nucleotidica do plasmidio pPBADMycHisB que foi previamente recortada de um documento
no formato .txt, obtido no item 4.1.1. Selecionou-se a op¢ao Restriction Enzymes e na caixa
Cut with selecionou-se a opgdo Edit sets abrindo a janela Enzyme Sets. Nessa janela foi
utilizada a op¢ao New Enzyme Set, e foram selecionadas as enzimas para as quais o sitio de
restricdo estd presente no sitio de restrigdo multipla do plasmidio pBADMycHisB,
conforme descrito pelo fabricante. Cada enzima selecionada foi adicionada a pasta New Set
por meio do botdo “+”. Clicou-se em OK retornando a janela Restriction Enzymes. Na
opgdo Cut with foi selecionado New Set, ou seja, as enzimas presentes no sitio de restrigdo
multipla do plasmidio pPBADMycHisB. A opgdo Cut at __ sites or less foi selecionada, e o

numero de sitios de restricdo desta op¢ao foi incrementado de 100 em 100 até que ndo se
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observasse variagdo no numero de sitios de restricdo encontrados no plasmidio
pBADMycHisB. O programa gerou como resultado um arquivo de texto com a seqiiéncia
do plasmidio pBADMycHisB e as posi¢des de ocorréncia dos sitios de restricao
encontrados nesta.

O procedimento descrito acima foi realizado com a seqiiéncia nucleotidica do
operon VIOABCD, porém foram selecionados os sitios para enzimas de restrigio que
ocorreram fora dos quadros abertos de leitura dos genes do operon ViOABCD; pois estes sdo
0os provaveis sitios de restricdo que poderiam viabilizar a insercdo desse operon no
plasmidio pPBADMycHisB. Foi selecionada a opgdo Cut at unique sites only para selecionar

apenas os sitios de restri¢do que ocorrem em uma unica posi¢ao ao longo da seqiiéncia.

7.5. Busca por Sitios de Restricao Parcialmente Conservados no
Operon vVioABCD

Inicialmente o programa ActivePerl 5.6.1.638 foi obtido a partir do site
www.activestate.com e instalado em plataforma Windows. Os sitios de restricdo
selecionados no item 4.1.2, ou seja, os sitios de restrigdo presentes no sitio de restrigdo
multipla do plasmidio pPBADMycHisB que ndo estdo presentes em regides codificantes do
operon VIOABCD, foram selecionados para realizagdo desta etapa. Os sitios de restri¢do que
apresentavam extremidades abruptas apods a clivagem foram descartados. Duas regides do
operon VIOABCD, uma contendo 100 e outra 80 nucleotideos, foram utilizadas como alvo
na busca por sitios de restricdo parcialmente conservados nas regides a montante do gene
VIOA ¢ a jusante do gene VioD, respectivamente. A primeira posi¢do compreendeu a
seqiiencia nucleotidica delimitada por cinqiienta nucleotideos a montante e cinqlienta
nucleotideos a jusante do codon inicial do gene ViOA, e a posi¢do da segunda regido
compreendeu a seqiiéncia nucleotidica delimitada por 80 nucleotideos a jusante do codon
de parada do gene vioD.

Basicamente o programa desenvolvido funcionou da seguinte forma: a) quando
inicializado o programa solicitou o nome do arquivo contendo a seqiiéncia de DNA a ser

examinada. O arquivo .txt contendo esta seqiiéncia nucleotidica foi colocado na mesma
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pasta do programa antes deste ser interpretado; b) o programa solicitou a seqiiéncia de
DNA do sitio de restri¢ao a ser localizado no DNA alvo, selecionada na etapa anterior; c) o
programa em execu¢do, buscou pelo sitio de restricdo fornecido na etapa anterior,
retornando as posi¢des de ocorréncia do mesmo ao longo do DNA avaliado. Posteriormente
o programa buscou por variagdes pontuais do sitio de restricao selecionado, em uma e duas
posicdes, como explicado adiante; d) todos os sitios de restricao intactos encontrados e suas
variagdes foram salvos na pasta onde se encontrava o programa, em um arquivo
denominado Resultados.txt. Este procedimento foi realizado para cada um dos sitios de
restri¢do selecionados.

As variagdes dos sitios de restricdo que o programa procurou no documento
contendo o DNA alvo foram as seguintes, por exemplo: o sitio de restricdo da enzima
hipotética Abcl ¢ constituido pela seqiiéncia de DNA AAA. Nesse caso o programa
procuraria pelo proprio sitio de restrigdo AAA ao longo do DNA alvo, bem como suas
variagdes em uma posicao da seqiiéncia (seqiiéncias CAA, GAA, TAA, ACA, AGA, ATA,
AAC, AAG, AAT) e em duas posigdes da seqiiéncia (seqiiéncias CCA, CGA, CTA, CAC,
CAG, CAT, GCA, GGA, GTA, GAC, GAG, GAT, TCA, TGA, TTA, TAC, TAG, TAT).
O programa funciona da mesma forma para seqiiéncias de sitios de restricdo com mais de

trés pares de bases. O cddigo fonte do programa estd apresentado a seguir.

7.6. Programa para Localizagcao de Sitios de Restricao

Parcialmente Conservados

#1/usr/bin/perl -w

use strict;
use warnings;

my $resultados = "Resultados.txt";

unless ( open(RESULTADOS, ">$resultados™)) {
print "Impossivel escrever para arquivo \"$resultados\'\n\n";
exit;

}

print "Digite o nome do arquivo com a sequencia de DNA:';

print RESULTADOS "Digite o nome do arquivo com a sequencia de DNA: ';

HHEHH R R R R R R R R R
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# Declarando variaveis
#

#

my @dna5;

my @dna4;

my $motifl;

my $dnafilename;

my @dna;

my $dna;

my $motif;

my $motif_;

my $offset = 0O;

my @motif;

my $dna2;

my @motif3;

my @motif2_;

my @motif2_2;

my @dna2_;

my @dnab5_;

my $cc;

my @cc;

my $posicao_certa = 0;
#

HHHH

HHHH
# Entrada de dados
#
$dnafilename = <STDIN>;
chomp $dnafilename;
unless ( open(DNAFILE, $dnafilename) ) {
print RESULTADOS *""Nao foi possivel abrir o arquivo \"$dnafilename\'"\n\n"";
print "Nao foi possivel abrir o arquivo \"$dnafilename\'"\n\n";
while (<>) {
exit;
}

}

@dna = <DNAFILE>;

print RESULTADOS $dnafilename;

close DNAFILE;

$dna = extract_sequence_from_fasta_data(@dna);

$dna2 = $dna;

print "Digite o motif a ser procurado: ';

print RESULTADOS *\n\nDigite o motif a ser procurado: ";
$motifl = <STDIN>;

chomp $motifl;

if (length($motifl) < 1) {
print "Motif incorreto’;
print "\n\nTecle enter para sair.\n\n";
while (<>) {
exit;
}

}
print RESULTADOS $motifl;
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$motif = Ic ($motifl);
#
HH R R R R R R R R A R R R R R R R

HHHHHHHHHHH A H R H
# Gera mutacOes em uma posicéo

#

$motif_ = $motif;

@motif = mudalnt($motif );

#

B HHHHH

HAHHHHHHHAHH AR AR R R A A AR A
# Gera mutacdes em duas posicdes

#

@motif2_ = muda2nt($motif );

#

HAHH R R R R R R R R R R R R

HHHH
# Encontra sitios intactos

HHHH
#

print '\nSitios intactos\n\n";

print RESULTADOS ""\nSitios intactos\n\n";

my $result = index( Ic $dna, Ic $motif, $offset);

while ($result 1= -1) {
$posicao_certa = $result + 1;
$cc .= "\tEncontrado $motif na posicao $posicao_certa\n:";

@cc = split(/:/, %$cc);
$offset = $result + 1;
$result index($dna, $motif, $offset);

}

print “@cc\n";
print RESULTADOS "‘@cc\n";

it (scalar (@cc) < 1) {
print "\tNenhum sitio encontrado\n\n";
print RESULTADOS ""\tNenhum sitio encontrado\n\n";
}
#
B R R R A R A A

HHHHHEH I
# Encontra sitios com mutacdes

HHHHHEH
# Com uma mutacao

#

print "Sitios com uma mutacao\n\n';

print RESULTADOS "Sitios com uma mutacao\n\n';

@motif3 = @motif;
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@dna4 = $dna2;

@dnab5 = compara_seqs(@motif3,@dna4);

print @dna5;

print RESULTADOS @dna5;

#

HHHH
# Com duas mutacdes

#

print '\nSitios com duas mutacoes\n\n"';

print RESULTADOS "\nSitios com duas mutacoes\n\n';

@motif2_2 = @motif2_;

@dna2_ = $dna2;

@dna5_ = compara_seqs(@motif2_2,@dna2_);

print @dna5_;

print RESULTADOS @dna5_;

#

HHHHH

print '\n\nTecle enter para sair.\n\n";
close (RESULTADOS);

while (<>) {
exit;
}

exit;

HHHHH R R R R
# Sub-rotinas
HHHH R R R R R R

HHHH
# extract_sequence_from fasta_data

#

sub extract_sequence_from_fasta_data {

my(@fasta_file_data) = @_;

use strict;

use warnings;

my $sequence = "*;

my $sequencel;

foreach my $line (@fasta_file_data) {
it (Bline =~ /™MN\s*$/) {
next;

} elsif($line =~ /MN\s*#/) {
next;

} elsif($line =~ /~>/) {
next;

} else {

$sequence .= $line;

}

}
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$sequence =~ s/\s//g;
$sequencel = Ic ($sequence);
$sequencel;

}

#
HH B R R R R R R R R

B HHHHH
# Gera mutacdes em uma posicdo do sitio de restricdo

sub mudalnt {
my($DNA) = @ ;

use strict;
use warnings;
my @bases -, "
my $DNA_1
my $dados;
my @seqs;
my $DNA_;
my $ii;

("a®, "c*,
Ic ($DNA);

for (my $a = 0; $a < length($DNA); $a++) {
$DNA_ = Ic $DNA;
for (my $i = 0; $i1 < 4; $i++) {
substr($DNA_, $a, 1,$bases[$i]);
if ($DNA_ ne $DNA) {
$dados .= "$DNA_:";
}
}
}

@seqs = split(/:/, $dados);
return @seqgs;

}
#

HH AR R R R R R R R

B
# Compara o dna alvo com o motif e suas variacbes

sub compara_seqs{
my (@segs_) = @_;

use strict;
use warnings;

my @DNAS3;

my $DNA;

my $offset;

my $i;

my $result;

my @resultados;
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my $resultados = ;

my $DNAL;

my $posicao_certal = 0;
@DNA3 = pop(@seqs_);
$DNA1 = $DNA3[O0];

$DNA = Ic $DNA1;
$offset = 0;

for ($i = 0; $i < scalar @segs_ ; $i++) {
$result = index($DNA, $seqs_[$i], $offset);

while ($result = -1) {
$posicao_certal = $result + 1;
$resultados .= "\tEncontrado $segs_[$i] na posicao
$posicao_certal\n:";
$offset = $result + 1;

$result - index($DNA, $segs_[$i1], $offset);
}
$offset = 0;
}

if ($resultados ne *") {
@resultados = split(/:/, $resultados);
return @resultados;
} else {
print "\tNenhum sitio encontrado\n\n";
print RESULTADOS ‘"\tNenhum sitio encontrado\n\n;
return @resultados = (;

+
}
#
HH AR R R R R R R R R

B
# Gera mutacdes em duas posicOes do sitio de restricéo

sub muda2nt {
my($DNA) = @ ;

use strict;
use warnings;

my @bases;
my $pos3;
my $posi;
my $DNA_A;
my $nucl;
my $DNAL;
my $pos2;
my $nuc2;
my $seq;

my @seqs;

@bases = ("a®", "c", "g", "t7);
$pos3 = "1°7;
for ($posl = 0; $posl < length($DNA); $posi++) {

$DNA_A = $DNA;
for ($nucl = 0; $nucl < 4; $nucl++) {
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substr($DNA_A, $posl, 1,%$bases[$nucl]);
$DNAL = $DNA_A;
for ($pos2 = $pos3 ;$pos2 < length(lc $DNA); $pos2++) {
for ($nuc2 = 0; $nuc2 < 4; $nuc2++) {
substr($DNALl, $pos2, 1,%$bases[$nuc2]);
it ($DNAL ne $DNA) {
$seq .= "$DNAL:";
¥

gDNAl = $DNA _A;
}
}
$pos3++;
}

@seqs = split(/:/, $seq); # array de mutacgdes em duas posicoes

HHHH
# gera mutacOes em um bp
my @bases2 = ("a*, "c", "
my $DNA 1 = Ic ($DNA);

my $dados;

my @seqs2;

my $DNA_;

my $ii;

g", "t);

for (my $a = 0; $a < length($DNA); $a++) {
$DNA_ = Ic $DNA:
for (my $i = 0; $i < 4; $i++) {
substr($DNA_, $a, 1,%bases2[$i]);
if ($DNA_ ne $DNA) {
$dados .= "$DNA_:"';
}
}
}

@seqs2 = split(/:/, $dados); # array de mutacfes em uma posicao

B HHHH
# Limpa seq de 2nt modificados

my $i = 0;
my $ib = O;
my @mut3;
my $x;

my $j;

my $ibl;

my @seqs2b;

@mut3 = @segs;

for ($i1 = 0; $i1 < scalar @seqs; $i++) {
for ($ib = 0; $ib < scalar @seqs2; $ib++) {

if ($seqgs[$i1] eq $seqgs2[$ib]) {
$x .= "$seqs[Si]:";
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}
@seqs2b = split(/:/, $x); # posicdes das seqs p retirar

HHEHH AR

#my $seq; # seq das mutacbes em 2nt separados por ":*
#my @seqs2b; # seqs a ser extraidas

my $iii = 0;

my $b = O;

my $v;

for ($v = 0; $v < scalar @seqs2b; $v++) {
while ($b 1= -1) {
$b = index ($seq, $seqs2b[$v], $iii);
if ($b 1= -1) {
substr ($seq, $b, length ($DNA) + 1) = ""';
}

}
$b = 0O;
e
@mut3 = split(/:/, $seq);
return @mut3;

}
7.7. Avaliagao dos Quadros Abertos de Leitura

Objetivando avaliar quais pares de enzimas de restricdo poderiam ser utilizados para
a realizagdo da clonagem direcional do operon VIOABCD no plasmidio pBADMycHisB,
foram analisados os sitios de restrigdo obtidos nas etapas anteriores. Os sitios de restricao
intactos e parcialmente conservados encontrados nos itens 4.1.2 e 4.1.3 foram utilizados
para avaliar o ajuste dos quadros de leitura do plasmidio pPBADMycHisB e do operon
VIiOABCD.

O procedimento consistiu em verificar se o quadro de leitura do promotor Pgap se
ajustava perfeitamente ao quadro de leitura do operon VIOABCD, apo6s a ligagcdo do
plasmidio pPBADMycHisB ao operon ViOABCD, previamente digeridos com o mesmo par
de enzimas da restricdo. Esta etapa foi de extrema importancia, pois, se os quadros de
leitura nao estivessem ajustados, seriam obtidas proteinas completamente diferentes das
reais enzimas do operon VIOABCD; e como conseqiiéncia, ndo seria possivel a obtengao do

produto desejado durante cultivos do microrganismo transformado com este plasmidio.
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Visando verificar as orientagdes dos quadros de leitura, foram simuladas digestoes
enzimaticas da regido a montante e a jusante do operon VIOABCD e do sitio de restrigdo
multipla do plasmidio pPBADMycHisB, com as enzimas de restricdo que utilizam como
DNA alvo as seqiiéncias dos sitios de restricdo mencionados acima. O procedimento de
localizagao dos sitios de restricao foi realizado com a utilizagdo do programa Jellyfish 1.5,
como descrito no item 4.1.2. As seqiiéncias nucleotidicas do operon VIOABCD delimitadas
pelos exatos locais de corte dos pares de enzimas de restricao, foram copiadas e coladas em
um novo documento de texto. Dessa forma, foram obtidas diferentes seqiiéncias de DNA
contendo o operon VIOABCD com extremidades 5’ e 3’ digeridas por diferentes pares de
enzimas de restri¢do. No caso dos cortes enzimaticos nos sitios de restricdo parcialmente
conservados obtidos no item 4.1.3, estes foram localizados por meio da caixa de busca do
programa Jellyfish 1.5 e alterados para a sua forma intacta antes da simulacdo da digestao,
ou seja, as mutagdes contidas no sitio foram alteradas de forma a restaurar o sitio de
restricdo original. Por exemplo, considere o sitio hipotético AAAAAA, e sua variacao
AAAAAG. Neste caso, o sitio de restricdo parcialmente conservado AAAAAG seria
localizado no DNA alvo, e modificado para AAAAAA antes da simulacdo da digestao
enzimatica.

As digestdes enzimaticas também foram realizadas com a seqiiéncia nucleotidica do
plasmidio pPBADMycHisB, mas nesse caso o DNA delimitado pelos diferentes cortes
enzimaticos realizados com os diferentes pares de enzimas de restri¢ao, foram descartados,
obtendo-se plasmidios prontos para a clonagem do operon VIOABCD sob controle do
promotor araBAD. Dessa forma obteve-se um conjunto de seqiiéncias nucleotidicas desse
plasmidio, digeridas com diferentes pares de enzimas de restri¢ao.

As seqliéncias nucleotidicas do operon VIOABCD digeridas enzimaticamente com
um dado par de enzimas de restricdo, foram inseridas nas seqiiéncias nucleotidicas do
plasmidio pBADMycHisB previamente digeridas com os mesmos pares de enzimas de
restricdo. As posigoes das inser¢des das seqiiéncias nucleotidicas digeridas do operon
VIOABCD que foram inseridas no plasmidio pPBADMycHisB, localizaram-se nos exatos
locais compreendidos entre as extremidades geradas pelo corte enzimatico nesse plasmidio,
e na orientacdo que permite a complementacdo dos sitios de restricdo. Como controle

positivo desse procedimento, foi verificada a presenca do par de sitios para enzimas de



Anexos 99

restri¢do utilizadas anteriormente na simulacao da reacao de digestdo das duas seqiiéncias.
Se estes fossem encontrados no DNA resultante da simula¢dao da reagdo de ligagdo, isto
indicaria que a inser¢do ocorreu na orientacao correta. Este procedimento foi realizado para
cada uma das seqiliéncias nucleotidicas, obtendo-se assim uma colecdo de plasmidios
ligados ao seu respectivo inserto contendo o operon VIOABCD. Esta colegdo de seqiiéncias
foi salva no formato .txt.

Finalmente foram verificados os quadros de leitura dos plasmidios obtidos pelas
diferentes reagdes de ligacdo. Nessa etapa foi utilizado o programa Jellyfish 1.5. A
seqiiéncia nucleotidica do plasmidio a ser avaliado foi inserida no programa, como descrito
no item 4.1.2. Posteriormente foi selecionada a opgao Actions/Translate e as opgdes Add
+1, Add +2 e Add +3, para simular a tradugdo dos plasmidios nos trés quadros de leitura
possiveis. Foi verificado qual dos trés quadros de leitura obtidos codificava o aminoacido
metionina do cdédon ATG utilizado pelo plasmidio pBADMycHisB para o inicio da
transcri¢do a partir do promotor araBAD. O quadro de leitura utilizado pelo gene VioA foi
verificado da mesma forma. As seqiiéncias de proteinas obtidas apés a traducdo dos
plasmidios formados pelas ligagdes das diferentes digestdes do operon VIOABCD ao
plasmidio pPBADMycHisB; foram comparadas com a seqiiéncia de aminoacidos da proteina
codificada pelo gene ViOA, por meio da ferramenta Alignments. Estas seqiiéncias protéicas
foram inseridas na caixa Alignments por meio do botao “+”. Posteriormente, a opgao Align
foi selecionada. Os plasmidios para os quais o quadro de leitura utilizado ndo era o mesmo
utilizado pelo gene ViOA, foram descartados. Dentre os selecionados, foram escolhidos
aqueles nos quais o corte enzimatico fez com que o promotor do operon VIOABCD fosse
eliminado, de forma que o promotor araBAD fosse utilizado para a transcricdo dos genes

do operon VioABCD.

7.8. Desenho de Iniciadores para Clonagem Direcional do Operon
VioABCD e do Gene vioE

O programa Oligo 6.68 foi utilizado para o desenho de iniciadores utilizados para a

amplificacdo do operon VIOABCD e do gene VIiOE. Inicialmente, apds a inicializagao do
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programa, foi selecionada a opgdo File/ New Sequence, obtendo-se assim uma nova janela
em branco. A seqiiéncia nucleotidica do operon VioABCD, obtida na item 4.1.1 foi copiada
¢ colada nesta janela. Foi selecionada a opgdo File/Save/Data. As seqiiéncias nucleotidicas
determinadas no item 7.7 foram selecionadas como local para clivagem na regido a
montante do gene VIOA e a jusante do gene VvioD. Para tanto, estas seqiiéncias foram
localizadas no operon ViOABCD por meio da ferramenta Search/Find. Visando encontrar o
exato local onde as seqiiéncias ocorrem, 8 nucleotideos adicionais foram incluidos a regido
a montante e 30 nucleotideos a jusante das seqii€éncias que foram utilizadas para o desenho
dos iniciadores que se ligariam na regido a montante do gene VioA. No caso dos iniciadores
que se ligariam na regido a jusante do gene VvioD, foram incluidos 30 nucleotideos na regido
a montante e 8 nucleotideos a jusante das seqiiéncias a serem localizadas no operon
VIOABCD. Estes nucleotideos adicionais foram determinados por meio da localizagdo destes
nas seqiiéncias nucleotidicas do gene VIOA e regido a montante e da regido a jusante do gene
VIOE, utilizando a ferramenta Editar/Localizar. Os nucleotideos imediatamente a montante
e a jusante da seqiiéncia localizada foram copiados juntamente com a mesma, ¢ colados na
caixa de busca do programa Oligo para localizacdo de suas posi¢des, como descrito acima.
As posigdes das seqiiéncias foram anotadas a partir da caixa Selection. Esta janela foi entdo
fechada e a opc¢do Analyse/Oligo Stability Graph foi utilizada. Foi selecionada a opgéo
Edit/Upper Primer, e as seqiiéncias selecionadas a partir do gene VIOA e regido a montante
foram coladas na nova janela. Na caixa 5’ foi digitada a posi¢do da seqiiéncia inserida. A
janela foi fechada e as alteragdes salvas. Este procedimento também foi realizado para as
seqiiéncias obtidas a partir da regido a jusante do gene VIOE, porém, foi utilizada a opgao
Edit/Lower Primer e nesta janela foram utilizados os complementos reversos das
seqiiéncias selecionadas. Os complementos reversos das seqiiéncias foram obtidos no
programa Jellyfish por meio da opgdo Reverse-Complement. Nos casos em que as
seqliéncias de sitios de restrigdo utilizados nesta etapa eram provenientes de sitios de
restricdo parcialmente conservados, estes foram previamente alterados para sua forma
correta antes das seqiiéncias serem salvas nas janelas Edit/Upper Primer e Edit/Lower
Primer.

Para cada um dos diferentes pares de seqiiéncias inseridas em Edit/Upper Primer e

Edit/Lower Primer, foi selecionada a op¢do Analyze/PCR, abrindo a janela que fornece
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informacgdes sobre as seqiiéncias inseridas anteriormente, as quais foram avaliadas como
possiveis iniciadores para a amplificagdo do operon ViIOABCD por meio da PCR. Os
principais parametros que um potencial par de iniciadores deveria apresentar foram: a)
evitar a ocorréncia de estruturas secunddrias, como ligacdes do iniciador adiante e do
reverso, bem como a formagdo de loops no proprio iniciador; b) sempre que possivel a
porcentagem de CG deveria ficar entre 40-60%; c) verificar se a temperatura de anelamento
dos iniciadores ndo difere mais que 1°C; d) verificar se a temperatura de anelamento dos
iniciadores tem pelo menos 12°C de diferenca em relagdo a temperatura de anelamento do
produto. Para realizar o ajuste de todos estes parametros a cada um dos possiveis pares de
iniciadores, nucleotideos das extremidades 5’ e 3’ dos iniciadores adiante e reverso foram
deletados sucessivamente, ¢ a cada delecdo os parametros foram avaliados. Dessa forma
foram obtidos os iniciadores para amplificagdo do operon ViOABCD.

Visando inserir mais um gene necessario a sintese de violaceina no plasmidio obtido
pela ligacdo do operon VIOABCD ao plasmidio pPBADMycHisB, procedeu-se o desenho de
iniciadores para amplificagdo do gene VIOE. A determinagdo do sitio de restricdo a ser
utilizado para a inser¢do do gene VIOE no plasmidio pBvioABCD foi baseada na seqiiéncia
nucleotidica obtida com a ligagdo do plasmidio pPBADMycHisB ao operon VioABCD
previamente digeridos com o mesmo par de enzimas de restricdo. A localizagdo de sitios de
restri¢do e foi realizada como descrito nos itens 4.1.2 e 4.1.3. O desenho de iniciadores para
a amplificagdo do gene VIOE foi realizado da mesma forma utilizada para o operon
VIOABCD. Parametros como o ajuste dos quadros de leitura, posicionamento correto de
codons de terminacado e locais de ligacdo dos ribossomos foram avaliados. Dessa forma foi
possivel a obtencao de pares de iniciadores que, quando utilizados para a amplificacdo do
gene VIOE, posterior digestdo enzimatica e ligagdo deste gene; satisfizessem todos os
requisitos necessarios ao funcionamento correto dos genes necessarios a biossintese de

violaceina.
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7.9. Meios de Cultura e Solugodes

7.9.1. Meio de cultura LB

O meio de cultura LB foi composto por 10 g/L de triptona, 5 g/L extrato de levedura
e 10 g/L de cloreto de sodio. Os reagentes foram solubilizados em agua destilada e o pH 7
foi aferido em um pHmetro pela adi¢do de solugdes de NaOH ou H,SO4. O meio de cultura
foi esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min e posteriormente acondicionado a 0°C.

Para a solidificagao do meio de cultura LB, este foi adicionado de 15 g/L de agar
bacteriologico apos a aferi¢do do pH, solubilizado por meio de aquecimento em um forno

de microondas e entdo autoclavado.

7.9.2. Solugoes de ampicilina e L-arabinose

A solugdo estoque de ampicilina foi preparada da seguinte forma. Foi feita uma
solugdo de 10 mL de ampicilina a 100 mg/mL em agua ultra pura. Esta solucdo foi filtrada
em membrana de celulose estéril de 0,22 um de diametro de poro e acondicionada a -20°C.
No momento do uso, a solug¢do estoque foi descongelada e adicionada ao meio de cultura
estéril. No caso do meio de cultura solido, apos a esterilizagdo em autoclave este foi
resfriado a aproximadamente 50°C e, entdo, o volume necessario da solucdo de ampicilina
foi adicionado ao meio que foi entdo agitado e imediatamente vertido em placas de Petri
previamente esterilizadas em autoclave a 121°C por 20 min e secas em estufa a 60°C por 24
h. A solugdo estoque de L-arabinose a 20% (m/v) foi esterilizada e estocada da mesma
forma que a solu¢ao de ampicilina.

Todos os procedimentos de manipulagao das solucdes estéreis foram realizados em
uma camara de fluxo laminar 2%, devidamente esterilizada. Antes da utiliza¢do, a cimara foi
limpa com algoddo embebido em etanol a 70% (v/v) e submetida a radiacdo UV por 20

min.
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7.9.3. Solugao tampao TEB

A solugdo tampao TEB ¢ composta por 100 mM de Tris, 90 mM de acido borico e 1
mM de EDTA solubilizados em é4gua destilada. Rotineiramente no laboratorio utiliza-se
uma solugdo estoque de tampao TEB 10X concentrada. Esta solucdo ¢ acondicionada em

temperatura ambiente, e diluida no momento da utilizacdo.

7.10. Obtencao de Células Competentes de Escherichia coli

O seguinte protocolo foi utilizado para a obten¢do de células competentes de
Escherichia coli DH10B e TOP10. Estoques armazenados a -80°C das diferentes linhagens
de E. coli foram inoculados em meio de cultura LB soélido e incubados a 37°C por 18 h.
Colonias isoladas de cada linhagem foram inoculadas em 5 mL de meio de cultura LB
liquido e incubadas a 37°C por 18 h a 150 rpm. Volumes de 2,5 mL destas culturas foram
inoculados em 250 mL de meio de cultura LB suplementado com 20 mM de MgSOy, ¢
cultivados a 37°C e 150 rpm. Para a determinagdo das densidades Opticas das culturas,
aliquotas de 750 pL foram coletadas em intervalos de 30 min e analisadas com auxilio de
um espectrofotdmetro, a 590 nm. Apos atingirem a DOsgy de 0,5, cada uma das culturas foi
precipitada por centrifugacdo a 5000-g por 5 min e temperatura de 4°C, e os sobrenadantes
foram descartados. Cada um dos precipitados formados foi suspenso em 72 mL de solucao
TFBI, previamente armazenada a 4°C (A solucao TFBI ¢ composta por 30 mM de acetato
de potassio, 100 mM de cloreto de rubidio, 10 mM de cloreto de calcio, 50 mM de cloreto
de manganés e 15% (v/v) de glicerol em pH 5,8. O pH da solugdo foi ajustado com acido
acético a 500 mM e hidroxido de potassio a 500 mM. A solucdo foi entdo esterilizada por
filtragdo em um filtro de 0,22 pm de didmetro de poro, e acondicionada a 4°C até o
momento de utilizacdo). Os precipitados que foram suspensos em na solu¢do TFBI foram
incubados em gelo por 5 min e novamente precipitados a 5000-g por 5 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram ressuspensos em 7,2 mL de
solugdo TFBII, previamente acondicionada a 4°C e incubados em gelo por 1 h (A solugao
TFBII ¢ composta por 10 mM de 1,4-piperazinobis (acido etanossulfonico), 75 mM de
cloreto de calcio, 10 mM de cloreto de rubidio e 15% (v/v) de glicerol, em pH 6,5. O pH da
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solucdo foi ajustado com dacido acético S00 mM e hidroxido de potassio 500 mM. A
solucdo foi entdo esterilizada por filtragdo em um filtro de 0,22 pm de didmetro de poro, e
acondicionada a 4°C até o momento de utilizacdo). Ap6s o periodo de incubagdo, aliquotas
de 200 pL de cada uma das culturas foram acondicionadas em microtubos estéreis
previamente resfriados a 4°C. Os microtubos foram entdo congelados em nitrogénio liquido

¢ acondicionados a -80°C até o momento de utilizagao.

7.11. Procedimentos de Transformacao

Nos procedimentos realizados para as transformagdes das bactérias Escherichia coli
DHI10B e TOP10 foram utilizadas as células competentes descritas acima. Para tanto,
microtubos contendo as células competentes a serem transformadas foram acondicionados a
0°C para que descongelassem. Posteriormente o DNA a ser utilizado no procedimento de
transformacdo foi adicionado as células competentes. O conteudo do microtubo foi
misturado 5 vezes por inversdo e incubado em gelo por 1 h. Apos este periodo as células
foram submetidas a um choque térmico a 37°C por 45 s, e imediatamente incubadas em
gelo por 2 min. Posteriormente, foram adicionados 1200 pL. de meio de cultura LB a cada
tubo, e estes foram incubados a 37°C por 20 min a 200 rpm. Aliquotas de 100 pL dos tubos
foram inoculadas em meio LB sélido suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, e
incubadas a 37°C por 18 h. Apos este periodo, o surgimento de colonias transformantes foi

avaliado.

7.12. Eletroforese em Gel de Agarose

Os procedimentos realizados para a analise de amostras de DNA por meio de
eletroforese em gel de agarose foram os seguintes. Foram utilizados géis de 0,8% (m/v) de
agarose. Os ensaios foram realizados em uma cuba eletroforética GNA 100 - Pharmacia
Biotech. Foram utilizados géis de 50 mL, diluidos em tampao TAE (4,84 g/L de Tris-base;
0,372 g/L de EDTA; 1,142 mL/L de é4cido acético glacial). Os géis foram solubilizados por

aquecimento em um forno de microondas em baixa poténcia, resfriados em temperatura
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ambiente até aproximadamente 50°C e adicionados de 0,5 pg/mL de brometo de etidio
antes da aplicacdo na cuba eletroforética. Antes da aplicagdo no gel, aliquotas das amostras
a serem analisadas foram adicionadas de tampao de carreamento na proporcao de 1:4 de
amostra e tampao de carreamento, respectivamente. Este tampdo foi composto de 65%
(m/v) de sacarose, 10 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM de EDTA e 0,3% (m/v) de azul de
bromofenol. Foram utilizados 500 ng do marcador de peso molecular A/HindIIl para
verificagdo dos tamanhos e concentracdes dos produtos das reagdes. O marcador foi
adicionado de tampao de carreamento na propor¢do descrita acima e aplicado ao gel. Os
ensaios foram realizados a 80 V, 80 mA, por 1 h. Os géis foram avaliados em um

transiluminador UV (Hoefer, 302 nm) e fotografados (Kodak, Image Station 440 CF).



