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RESUMO

A analise de 192 clones previamente isolados de uma biblioteca metagenémica
construida a partir de uma amostra de solo contaminado com gordura animal
levou a escolha de 12 clones com atividade lipolitica na presenca de tributirina
1%, trioctanoina 1% ou trioleina 1%. Os fosmideos dos 12 clones selecionados
foram purificados e fragmentados com as enzimas de restricdo BamHI| e EcoRl
para comparacao, indicando diferentes perfis de restricdo entre todos eles.
Trés clones que apresentaram os maiores halos de hidrélise em meio LB-agar
contendo trioleina 1% e foram escolhidos para identificacdo da lipase. Os
fosmideos destes trés clones foram digeridos com a enzima EcoRI para a
construcdo de sub-bibliotecas metagenémicas em vetor pUC19. Os clones
obtidos de cada sub-biblioteca foram submetidos a uma nova triagem nos
meios de cultura contendo triacilgliceréis a fim de identificar aqueles com
atividade lipolitica. A partir do sequenciamento desses clones foram
identificados genes que codificam para uma lipase e sua chaperona. O gene
para lipase apresenta 903 pb, codificando para uma proteina de 301
aminoacidos. Um possivel peptideo sinal foi localizado na por¢do N-terminal da
proteina. O gene para a chaperona encontra-se a jusante do gene da lipase,
apresentando 741 pb e codificando uma proteina de 247 aminoé&cidos. Andlises
mostraram alta similaridade com proteinas ndo caracterizadas de Aeromonas
hidrophyla. Oligonucleotideos iniciadores foram construidos permitindo a
amplificacdo dos genes isolados neste trabalho.

Palavras-chave: Metagendmica, Lipase, Lipase bacteriana



ABSTRACT

Analysis of 192 clones previously isolated from a metagenomic library
constructed from a soil sample contaminated with animal fat led to selection of
12 clones with lipolytic activity in the presence of 1% tributyrin, 1%trioctanoin, or
1% triolein. The fosmids from the 12 selected clones were purified and
fragmented with the restriction enzymes BamHI and EcoRI for comparison,
showing different restriction profiles. Three clones that showed the largest
hydrolysis halos in LB agar containing 1% triolein were chosen for lipase
identification. These fosmids were digested with EcoRI in order to construct
sub-metagenomic DNA libraries into the pUC19 vector. Clones obtained from
each sub-library were subjected to screening in a new culture medium
containing triacylglycerols in order to identify those with lipolytic activity. By
sequencing, we have identified genes encoding a lipase and a chaperone were
identified. The lipase gene has 903bp, encoding for a protein with 301 amino
acid. A putative signal peptide is located at N-terminal portion of this protein.
The chaperone gene is located downstream of the lipase gene showing a
741bp encoding for a 247 amino acid protein. Analysis also showed high
similarity to uncharacterized proteins of Aeromonas hidrophyla. Oligonucleotide
primers were constructed allowing the amplification of the genes isolated in this
work which will allow the characterization of these proteins upon over-
expression.

Key-words: Metagenome, lipase, bacterial lipase.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atualmente é crescente a demanda por novas enzimas com aplicacao
biotecnoldgica, portanto torna-se altamente necessario o desenvolvimento
experimental para identificacdo e caracterizacdo de genes capazes de
expressar estas biomoléculas. Estudos utilizando a metagenémica como
ferramenta para identificagcdo de novas enzimas tem representado grande
utilidade nestas pesquisas (ELEND et al., 2006).

A metagendmica consiste em uma técnica de clonagem direta de DNA
oriundo de amostras ambientais, sem a necessidade de cultivo do
microrganismo e que utiliza métodos laboratoriais convencionais, tornando
possivel o acesso ao conteddo gendmico de diversos microrganismos,
incluindo aqueles néo cultivaveis (ELEND et al., 2007).

Estima-se que uma parte muito pequena dos microrganismos existentes
sdo cultivhveis em meios artificiais, portanto as pesquisas envolvendo a
metagenbmica apresentam-se como uma alternativa viavel na prospeccdo
destas novas moléculas. Esta ferramenta torna acessivel o contetudo
enzimatico de organismos nunca antes cultivados em laboratoérios, através do
acesso direto ao seu contetdo genémico.

O objetivo central deste trabalho consiste na identificagdo de uma nova
lipase oriunda de uma amostra ambiental de solo contaminado com gordura

animal, utilizando a metagendmica como ferramenta de pesquisa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1METAGENOMICAE A PROSPEC(}AO DE NOVAS BIOMOLECULAS.

Existe uma grande quantidade de evidéncias sugerindo que apenas uma
parte minoritaria da microbiota do solo pode ser cultivada utilizando
abordagens laboratoriais convencionais. As demandas nutricionais bem como
as condicbes de temperatura favoraveis ao crescimento de muitos desses
microrganismos sao desconhecidas, portanto as fracdes néo cultivaveis destes
microrganismos superam em grande escala a fracdo cultivavel. Ha grande
possibilidade de que esta enorme fracdo desconhecida da microbiota ambiental
seja capaz de produzir um inestimavel nimero de biomoléculas, portanto a
expressdo heterdloga dos fragmentos de DNA extraidos diretamente de
amostras ambientais inseridos em células hospedeiras deve favorecer a
producdo destas biomoléculas originarias de microrganismos ndo cultivaveis
(BRADY e CLARDY 2000).

Estudos conduzidos por Carl Woese (WOESE, 1987) resultaram na
descoberta de novos filos do dominio Bacteria, entretanto sua pesquisa foi
embasada apenas na fracdo cultivavel dos individuos. Posteriormente o0s
estudos utilizando as novas técnicas de biologia molecular independentes de
cultivo, revelaram a existéncia de muitos outros filos do dominio Bacteria. As
evidéncias probatérias da existéncia deste grande percentual de
microrganismos nao cultiviveis na biosfera vém da descoberta de sequéncias
exclusivas do gene 16S rRNA, oriundas de diversas fontes ambientais (De
LONG e PACE 2001).

Utilizando técnicas classicas de clonagem € possivel inserir o DNA
extraido de uma amostra ambiental em células de organismos como E. coli,
conforme ilustrado pela figura 1, dando origem a uma biblioteca metagendmica.
A partir deste processo € possivel promover um estudo de bioprospeccao
tornando possivel acessar, identificar e reproduzir toda informacéo contida nos
genes encontrados. Esta metodologia tornou-se possivel em virtude dos
grandes avancos da biologia molecular permitindo a andlise coletiva de
diversos genomas, como exemplo a analise de DNA oriunda de uma amostra
de solo (HANDELSMAN et al., 1998).

O primeiro protocolo para extracdo e isolamento de DNA de solo foi
publicado em 1980 por TORSVIK (TORSVIK et al., 1980). Neste trabalho foi
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demonstrado um meétodo eficiente para extracdo e isolamento do conteudo
gendmico de toda comunidade presente em uma amostra de solo (TORSVIK
1980). Este trabalho complementou uma publicacdo anterior de TORSVIK e
GOKSOYR onde foi descrito um método de determinacdo de DNA bacteriano
do solo e indicou a concentracdo do DNA metagendmico analisado
possibilitando mais tarde a purificacdo deste contetddo (TORSVIK e GOKSOYR
1978).

Amostragem de solo

s T
N e =

o/ 3

2 R /)

Extra¢do dos fragmentos de DNA {ransiannagaa s cElulas
hospedeiras

> %

j Q o
, Q g . Ifragmentaga(? ‘fo DNAtcom Screening dos transformantes
SO Q Q enzimas de restri¢do ou de forma
v O
S&e

\ 4

O
)

Q @ mecanica

AN
Separacao das bactérias Clonagem do DNA em vetores

apropriados

Q== OQUV

FIGURA 1. ESQUEMA INDICANDO A EXTRACAO E CLONAGEM DE DNA A PARTIR DE
UMA AMOSTRA AMBIENTAL.

A PARTIR DA AMOSTRA AMBIENTAL COLETADA, COMO SOLO, E REALIZADA A
SEPARACAO DAS BACTERIAS PRESENTES NA AMOSTRA. O DNA PRESENTE NA
AMOSTRA E EXTRAIDO E PURIFICADO PARA POSTERIOR DIGESTAO COM ENZIMAS DE
RESTRICAO OU FRAGMENTACAO MECANICA. OS FRAGMENTOS DE DNA SAO
CLONADOS EM VETORES ADEQUADOS E INTRODUZIDOS EM UMA CELULA
HOSPEDEIRA COMO Escherichia coli. OS TRANSFORMANTES PODEM SER OBTIDOS
APOS CULTIVO EM MEIOS SELETIVOS, O SEQUENCIAMENTO PODE SER FEITO APOS O
CULTIVO EM MEIOS SELETIVOS (SCREENING) OU APOS A TRANSFORMACAO EM
CELULAS HOSPEDEIRAS. ADAPTADO DE HANDELSMAN et al., (1998).

gl
O

00
000

RONDON et al., (2000) utilizaram métodos especificos para acessar a
riqueza de informacdes de um metagenoma através da clonagem de grandes

fragmentos de DNA de microrganismos isolados a partir de ambientes naturais,
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utilizando como vetor o cromossoma artificial bacteriano (BAC). O vetor BAC foi
utilizado pelo fato do mesmo manter eficientemente grandes insertos de DNA
(maiores do que 100 kb) de forma estavel em Escherichia coli, permitindo
assim a presenca de varios genes em um unico clone. Os resultados
demonstraram que a expressdo de DNA heterdlogo de Bacilus cereus em um
sistema E.coli-BAC foi detectada em uma frequéncia razoavel entre o niamero
de transformantes, validando a ideia de que o vetor BAC de baixo nuUmero de
cOpias poderia ser utilizado para expressar DNA metagendmico em E. coli
(RONDON et al., 2000).

Uma abordagem utilizando a metagendmica foi conduzida em uma
pesquisa publicada por HUGHES et al., (1997). Neste trabalho foi descrita a
manipulacdo génica originaria de uma bactéria fixadora de carbono né&o
cultivivel que estabelecera relacéo tréfica endossimbionte com Riftiapachyptila
(conhecida também como verme tubular gigante) estando envolvida na fixagao
de carbono em fontes termais nas profundezas do oceano. Foi estudada uma
possivel via de transducdo de sinal entre as espécies simbiontes utilizando
técnicas de clonagem em vetores fosmidiais dando origem a bibliotecas
metagendmicas com a finalidade central de sequenciar genes relacionados a
fixacdo de carbono (HUGHES et al., 1997).

Outro aspecto importante é a possibilidade de identificar novos produtos
naturais a partir de amostras de solo incluindo novos biocatalisadores e
farmacos. Assim a tecnologia de clonagem direta dos genes presentes em
amostras de solo, originando bibliotecas metagendmicas, pode contribuir de

maneira significativa para descoberta de novas moléculas.
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2.2BIOMOLECULAS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO.

Diante do grande potencial apresentado pelos avancos no campo da
metagendmica, acredita-se que um numero extremamente pequeno de
biocatalisadores seja conhecido atualmente. O universo estabelecido por estes
progressos tras a tona o gigantesco numero de moléculas que podem ser
descobertas e caracterizadas, proporcionando avancos em diversos setores
industriais. A geracdo e analise de bibliotecas metagendmicas permitem
identificar em dada amostra ambiental quais organismos estdo presentes, o
que eles fazem e como sua informacdo genética pode ser benéfica para a
humanidade (FERRER, MARTINEZ-ABARCA e GOLYSHIN, 2005). Além
disso, atualmente existe uma grande demanda por enzimas com potencial
biotecnolégico, bem como a necessidade de melhora de bioprocessos
envolvendo enzimas ja conhecidas (SCHMID et al., 2001).

O numero de processos de biotransformacédo para obtencdo de novas
moléculas cresceu rapidamente na Ultima década e a expectativa € de que este
crescimento tome proporc¢des ainda maiores no futuro. Um estudo realizado por
STRAATHOF et al, (2002) analisando a demanda industrial por
biocatalisadores indicou quais classes de biomoléculas eram mais utilizadas,
destacando-se, carboidratos e derivados de gordura como as mais utilizadas. O
estudo também identificou quais setores industriais estavam envolvidos nestes
bioprocessos indicando os setores alimenticio, agroindustriais e farmacéutico

como a maioria neste conjunto (figura 2).
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M Farmacéutico
H Outros

i Agroindustrial
H Alimenticio

M Cosmético

i Polimeros

FIGURA 2. DISTRIBUICAO DOS PRINCIPAIS SETORES INDUSTRIAIS QUE UTILIZAM
BIOMOLECULAS.

NO GRAFICO SAO APRESENTADOS OS SETORES INDUSTRIAIS QUE REALIZAM
PROCESSOS DE BIOTRANSFORMAGAO UTILIZANDO BIOCATALISADORES. ADAPTADO
DE STRAATHOF et al., (2002)

A estimativa de STRAATHOF et al, (2002), sugere que
aproximadamente 50% de todas as biomoléculas pesquisadas pertenciam a
superfamilia das hidrolases.

Hidrolases sdo enzimas que possuem a capacidade de catalisar reacfes
envolvendo agua e a utilizam como receptor de grupos funcionais. Existem
diversas subclassificacfes destas enzimas e a partir do dobramento especifico
de suas cadeias protéicas elas podem ser subdivididas em familias menores,
como a familia das a/B-hidrolases onde estéo inseridas as lipases e esterases.
Um nucleo de 5-8 folhas-B interligadas por estruturas a-hélice constituem a
estrutura denominada sanduiche a/B/a das enzimas pertencentes a esta familia
(LENFANT et al.,, 2013). Estas enzimas diferenciaram-se a partir de um
ancestral comum originando enzimas hidroliticas, com vasta especificidade
para diferentes substratos, os residuos de aminoacidos da triade catalitica
estdo presentes nos ‘loops” das cadeias protéicas, onde o nucledfilo esta
posicionado apés a folha B-5 conforme descrito pela figura 3 (LENFANT et al.,
2013).
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FIGURA 3. VARIACAO ESTRUTURAL DAS o/ HIDROLASES.

AS ESTRUTURAS EM a-HELICE ESTAO DESTACADAS PELOS RETANGULOS BRANCOS
E AS FOLHAS B PELAS SETAS BRANCAS AS ESTRUTURAS FORA DO PADRAO
CANONICO ESTAO REPRESENTADAS POR TODAS AS OUTRAS ESTRUTURAS PRETAS,
OS SITIOS DA TRIADE CATALITICA ESTAO REPRESENTADOS PELOS BLOCOS PRETOS
EXCLUSIVAMENTE INCLUINDO OS PONTOS PRETOS SEGUIDOS PELA PRIMEIRA LETRA
DE CADA AMINOACIDO CONSTITUINTE. (A) EPOXIDO HIDROLASE DE A. radiobacter, (B)
BREFELDIN A ESTERASE DE B. subitilis, (C) CARBOXILESTERASE DE Pseudomonas
fluorescens, (D) LIPASE DE S. exfoliatus, (E) LIPASE DE P. aeruginosa, (F) ACETILXILANA
ESTEARASE DE P. purpurogenum. ADAPTADO DENARDINI e DIJKSTRA (1999).

Foi criado um banco de dados exclusivo para esta classe de enzimas,
denominado ESTHER (Esterases and alpha/beta-Hydrolase Enzymes and
Relatives) encontrado no endereco eletrénico

http://bioweb.ensam.inra.fr/esther. Este servidor retine e anota toda informacéao

publicada relacionada com o0s genes e sequéncias de proteinas desta
superfamilia, bem como dados bioquimicos, farmacologicos e estruturais, de
forma a conecta-los disponibilizando bases para estudar a estrutura e relagées

funcionais dentro da familia de enzimas (LENFANT et al., 2013).


http://bioweb.ensam.inra.fr/esther
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2.3HIDROLASES: ESTERASESE LIPASES.

A natureza das hidrolases com atividade lipolitica € diversa, elas
ocorrem em plantas, animais e microrganismos, podendo ser classificadas de
acordo com esta origem: vegetal, animal e microbianas. Independentemente de
sua origem, elas funcionam catalisando tanto a sintese quanto a hidrélise de
triacilglicer6is em glicerol e &cidos graxos (figura 4), a aplicabilidade
biotecnolodgica destas enzimas envolvem ambos os sentidos de reagdo. Assim
como as glicosil-hidrolases e proteases, as lipases e esterases de origem
microbiana possuem maior importancia industrial por serem mais estaveis (em
comparagcdo com as enzimas vegetais e animais) e podem ser obtidas em
grandes quantidades. Mais de 50% destas enzimas sao produzidas por
leveduras e sintetizadas sob a forma de varias isoenzimas codificadas por
diferentes genes. Entre muitas leveduras produtoras de lipase a Candida
rugosa é mais frequentemente utilizada (JYOTI VAKHLU e AVNEET KOUR
2005).

Meio aquoso Meio organico
(0) (0]
|| Hidrolise ”
+ H,0 _ + RI1OH
C ; C
R w \0 __R1 Sintese R L \0 __H
Ester Acido Carboxilico Alcool

FIGURA 4. REACAO CATALISADA POR LIPASES.

EM MEIO AQUOSO OCORRE A HIDROLISE DO ESTER GERANDO ACIDO CARBOXILICO E
ALCOOL COMO PRODUTO DE REACAO, EM MEIO ORGANICO A CATALISE OCORRE NO
SENTIDO INVERSO SINTETIZANDO ESTER DE ACIDO GRAXO A PARTIR DE ALCOOL E
ACIDO CARBOXILICO.

Uma diferenciacdo muito utilizada entre lipases e esterases esta
relacionada aos substratos utilizados por elas. Esterases sdo enzimas
lipoliticas que utilizam triacilglicer6is de cadeia carbonica mais curta como
substrato (<10 atomos) enquanto lipases sdo aquelas capazes de catalisar
reagOes envolvendo triacilgliceréis de cadeia carbbénica maior (>10 atomos)
(JAEGER, DJKSTRA e REETZ, 1999). Muitas destas enzimas foram estudadas

nas ultimas décadas, estes estudos constataram alguns padrdes bioquimicos
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como a atividade catalitica dependente de ions calcio, pH, temperatura, e
reacoes que séo capazes de catalisar (ARPIGNY e JAEGER 1999).

As lipases bacterianas podem ser classificadas em oito familias
diferentes de acordo com similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos
(familias | a VIII). A familia | € a maior e possui seis subdivisdes (subfamilia 1.1
a 1.6), as subfamilias 1.1 e 1.2 compreendem as lipases do género
Pseudomonas. A primeira lipase purificada e a mais estudada pertence a
espécie Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima possui vasta aplicabilidade
industrial por apresentar especificidade para uma grande variedade de
substratos (NARDINI et al.,, 2000). Estas subfamilias de lipases (I.1 e 1.2)
possuem um sitio catalitico constituido pelos residuos de aminoacidos Ser-His-
Asp (triade catalitica) (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996), onde o residuo Ser esta
localizado em um pentapeptideo semi conservado Gly(Ala)-X1-Ser—X2—-Gly
(JAEGER et al., 1994) ou Gly—X1-Ser—X2-Ser (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996),
estas enzimas também sdo chamadas de “GxSxG” (JAEGER et al., 1994).

Ao invés de apresentarem o pentapeptideo convencional “GxSxG” as
enzimas lipoliticas agrupadas na familia Il (GDSL) apresentam os residuos Gly-
Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] contendo no sitio catalitico o residuo serina (ARPIGNY
e JAEGER 1999).

Uma caracteristica importante das lipases € o fenbmeno de ativacéo
interfacial, que se refere ao aumento da atividade enzimatica na interface
lipidio-dgua dos substratos. No topo do sitio catalitico da enzima existe um
subdominio denominado “tampa” ou “Lid” (figura 5) que interage com a
interface lipideo/agua e sofre uma mudanc¢a conformacional. Na auséncia da
interface a “tampa” encontra-se fechada e o sitio catalitico inacessivel ao

substrato.
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FIGURA 5. ESTRUTURA DA LIPASE DE Pseudomonas aeruginosa.

a-HELICES E FOLHAS-B ESTAO REPRESENTADAS PELAS ESPIRAIS E SETAS
RESPECTIVAMENTE, AS o-HELICES EM VERMELHO PERTENCEM AO DOMINIO
ENVOLVIDO COM A LIGACAO ENZIMA-SUBSTRATO ONDE SE ENCONTRA A “TAMPA”
(LID) (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996).

As lipases destas subfamilias usualmente sdo codificadas em um operon
contendo um segundo gene responsavel pela expressdo de uma chaperona
denominada Lif (Lipase-specific-foldase) essencial para o correto dobramento
estrutural da enzima ativa (figura 6-A). Uma andlise detalhada com base na
homologia entre amino&cidos resultou na classificacdo destas chaperonas em
quatro diferentes familias Lif (I — IV) e revelou a presenca de um motivo
estrutural conservado entre elas Rx1x2FDY(F/C)L(S/T)A. Estas Lifs sé&o
ancoradas na membrana através de uma a-hélice interior hidrofébica N-
terminal com o dominio C-terminal localizado no periplasma e sédo
denominadas chaperonas estéricas, pois exercem a sua funcéo fisiologica
através da reducdo das barreiras energéticas durante o dobramento das
lipases e sua ancoragem a membrana ndo é essencial a sua funcao (figura 6-
B) (PAUWELS et al., 2005).
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FIGURA 6. EXPRESSAO DE CHAPERONA E LIPASE EM BACTERIAS.

(A) TRANSCRICAO E TRADUCAO DOS GENES DA LipA (LIPASE) E CHAPERONA (Lif), (B)
FUNCIONAMENTO DA CHAPERONA PARA DOBRAMENTO DA LIPASE. ADAPTADO DE
ROSENAU et al., (2004).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar uma nova lipase a partir de clones de uma biblioteca

metagendmica de solo contaminado com gordura animal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar 192 clones metagendmicos previamente selecionados com
atividade lipolitica e selecionar aqueles que apresentam oS maiores
halos de hidrolise nos meios de cultura contendo trioleina 1%;

Purificar os fosmideos dos clones selecionados e verificar duplicidade

atraves do perfil de restricdo de cada clone;

Construir sub-bibliotecas dos clones metagendmicos selecionados

utilizando o vetor de clonagem pUC19;

Realizar a triagem das sub-bibliotecas em meios de cultura contendo

trioleina para selecionar clones com atividade lipolitica;

Sequenciar os clones identificados e analisar os genes que codificam

para lipases.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PLASMIDEOS, VETORES E MICRORGANISMOS

Foram isolados doze clones pertencentes as bibliotecas metagenémicas
PL1A e PL2A (GLOGAUER et al., 2011), denominados D2, D9, D10, E3, E4,
E7, E9, F6, F7, F9, G5 e H5 para que tivessem seus vetores recombinantes
(pCC2FOS) digeridos pela enzima de restricdo EcoRI, e os fragmentos gerados
utilizados como insertos em nova clonagem.

Foi utilizado o vetor plasmidial de clonagem pUC19 e células
hospedeiras da estirpe TOP 10 de E.coli, para constru¢ao das sub-bibliotecas
metagendmicas E7EcoRI (originaria do clone E7), E4EcoRI (originaria do clone
E4) e D2EcoRI (originaria do clone D2) (tabelas 1 e 2).

TABELA 1 VETORES

Vetores Caracteristica Referéncia
pCC2FOS lacz, Sitio Cos, OriV, Ori2, CmR EPICENTRE
pUC19 lacZ, AmpR Invitrogen

TABELA 2 ESTIRPES DE Escherichia coli

Estirpes Fenotipo/Genotipo Referéncia
TOP 10 F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) | Invitrogen
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galUgalKrpsL (StrR)
endAl nupG

EPI300 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (StrR) Epicentre
¢80dlacZAM15 AlacX74 recAlendAl
araD139 A(ara, leu)7697 galUgalK A-
rpsLnupGtrfAtonAdhfr]

4.2 MEIOS DE CULTIVO
Foram utilizados os meios de cultivo suplementados descritos na tabela
3 para promocéao do crescimento das estirpes de E.coli, preparados conforme
SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS (1989).
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TABELA 3 MEIOS UTILIZADOS PARA CULTIVO E CRESCIMENTO DAS
BACTERIAS

Meio de cultivo Composicao Concentracao
Triptona 10g/L
LB (Luria Bertani) Extrato de Levedura 5g/L
NaCl 10g/L
Triptona 10g/L
LB 4gar (LA) Extrato de Levedura 5g/L
NacCl 10g/L
Agar 15¢g/L
Triptona 10g/L
Extrato de Levedura 5g/L
NacCl 10g/L
LA + tributirina 1% Agar 15¢g/L
Goma arabica 5g/L
Tributirina 10mL/L
CaClz 2mM 20mL/L
Triptona 10g/L
Extrato de Levedura 5g/L
NaCl 10g/L
LA + trioctanoina 1% Agar 15¢g/L
Goma arabica 5g/L
Trioctanoina 10mL/L
CaClz 2mM 20mL/L
Triptona 10g/L
Extrato de Levedura 5g/L
NaCl 10g/L
LA + trioleina 1% Agar 15g/L
Goma arabica 5g/L
Trioleina 10mL/L
CaClz 2mM 20mL/L
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4.3 ANTIBIOTICOS

Para crescimento, manutencdo e selecdo das estirpes de E. coli e dos
plasmideos foram utilizados os seguintes antibioticos: cloranfenicol 12,5 pg/mL
(Cm12,5), cloranfenicol 30 pug/mL (Cm30), ampicilina 250 ug/ml (Amp250),
estreptomicina 40 ug/mL (Sm40) e canamicina 50 pg/mL (Km50). Os
antibidticos ampicilina, estreptomicina e canamicina foram preparados
utilizando agua ultrapura nas respectivas concentracdes estoques 250, 40 e
100 mg/mL, posteriormente as solucdes foram esterilizadas por filtracao
utilizando membrana HAWP 0,22 um. Cloranfenicol foi preparado em etanol
95% (m/v) na concentracdo estoque de 30 mg/mL. As solucdes de antibidticos
foram armazenadas a -20°C.

4.4 REAGENTES GERAIS
Enzimas de restricdo, RNAse, tampdes e sais utilizados para preparo de
solugdes foram todos de alto grau de pureza (grau biologia molecular) obtidas

de diferentes fornecedores.

4.5 BIBLIOTECAS METAGENOMICAS
Os clones de partida utilizados no presente trabalho foram obtidos a
partir de duas sub-bliotecas metagenémicas (PL1A e PL2A) selecionadas a
partir de uma biblioteca contendo cerca de 500 mil clones (GLOGAUER et al.,
2011), construida a partir de um solo contaminado com gordura animal e
utilizando o vetor pCC2FOS, conforme o diagrama de blocos da figura 7.
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FIGURA 7. BIBLIOTECAS METAGENOMICAS.
ESQUEMA INDICANDO A ORIGEM DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A EM pCC2FOS
(GLOGAUER et al., 2011) E E7EcoRI, E4EcoRI e D2EcoRI EM pUC189.

4.6 PREPARO DAS CELULAS ELETROCOMPETENTES E
TRANSFORMAGCOES BACTERIANAS
As estirpes de E.coli utilizadas no processo de eletroporacdo foram
cultivadas em 100 mL de meio LB até D.0.600nm de 0,6. Posteriormente a
suspensao foi resfriada em gelo por 30 minutos. Em seguida as células foram
coletadas por centrifugacdo em tubos do tipo falcon de 50mL a 300xg por 5
minutos a 4°C em centrifuga do tipo Hitachi himac CR21. O precipitado de
células foi lavado duas vezes com agua ultrapura autoclavada e gelada e uma
vez com glicerol 10% gelado, finalmente foi suspenso em 1 mL de glicerol 10%.
A eletroporacao foi executada com aliquotas de 100uL de células
eletrocompetentes utilizando 1uL de DNA oriundo da reacao de ligagéo, 1uL da
reacao de insercéo de transposon ou 0,5 uL de DNA proveniente de plasmideo
purificado.
A mistura foi transferida para o interior de uma cubeta de eletroporacéo

de 0,4 cm (BioRad). As cubetas foram submetidas a choque elétrico de 2,5 kV
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no interior da camara de eletroporacdo utilizando equipamento eletroporador
Gene Pulser 1l (BioRad). As células foram ressuspendidas em 900 yL de meio
LB e a mistura foi transferida para um frasco de 10mL previamente esterilizado
e levada a agitacdo de 180rpm por 30 minutos a 37°C. Apds o tempo de
recuperacdo das células, as mesmas foram plagueadas em meio sélido LA
com antibioticos especificos para as resisténcias relacionadas e 30ug/mL de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) que é reconhecido como
substrato para enzima B-galactosidase. As placas foram incubadas em estufa a
37°C por 24 horas.

4.7 CONSTRUQAO DAS SUB-BIBLIOTECAS METAGENOMICAS
As sub-bibliotecas metagenémicas foram construidas utilizando o vetor
pUC19 (Invitrogen) em cinco etapas consecutivas sendo elas: 1° Analise dos
clones em pCC2FOS, 2° Extracéo do vetor fosmidial pCC2FOS recombinante,
3° comparacdo dos perfis de restricdo, 4° Fragmentacdo dos fosmideos
selecionados e 5° Clonagem em vetor plasmidial pUC19. As etapas estéo

descritas adiante.

4.7.1 ANALISE DOS CLONES EM pCC2FOS
Foi feito o cultivo dos clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A em meios
de cultura LB contendo &gar, arabinose 0,001% (m/v), cloranfenicol 12,5 pg/mi
e trés tipos de triacilglicerois isoladamente: tributirina 1%, trioleina 1% ou
trioctanato1%.

4.7.2 EXTRACAO DO VETOR FOSMIDIAL pCC2FOS RECOMBINANTE

Esta etapa foi realizada através da multiplicacdo das bactérias em meios
de cultivo liquido. As bactérias que apresentaram halos de hidrélise em
trioleina 1% foram inoculadas em frascos de cultivo de 25 mL contendo 5mL de
meio Luria-Bertani (LB), cloranfenicol 12,5 ug/mL para selec¢édo e 0,001% de L-
arabinose para aumento do numero de copias do fosmideo. A incubagéo foi
feita por aproximadamente 16 horas em agitador orbital (shaker) a 37°C. O
DNA fosmidial foi purificado de acordo com o protocolo de lise alcalina
(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989).
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4.7.3 COMPARACAO DOS PERFIS DE RESTRICAO

A reacao de restrigdo foi composta por 5 pL de DNA fosmidial purificado
pelo método de lise alcalina (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989) 2 uL
do tampéo apropriado, 0,5 pL da enzima BamHI 10U/uL (Fermentas) e 12,5
ML de agua ultrapurificada, o sistema foi levado a incubagédo a 37°C por 24
horas.

O vetor utilizado para a construcdo da biblioteca metagendomica
(pCC2FOS) apresenta dois sitios de restricdo para BamHI que flanqueiam o
sitio de clonagem. A utilizacdo desta enzima, portanto, libera o inserto do vetor.
Para confirmagdo dos perfis de restricdo, os fosmideos que apresentaram
semelhanca quando digeridos com BamHI foram digeridos com 0,5 pyL da
enzima EcoRl 10U/uL (Fermentas) e seus perfis foram novamente
comparados.

Foi feita eletroforese em gel de agarose 1% utilizando 8 pL da solugéo
de restricao e 4 pyL de FSuds (Sambrook et al.,, 1989), com a finalidade de
avaliar os perfis de digestdo de cada clone para que fossem eliminados

agueles que apresentaram perfis iguais.

4.7.4 FRAGMENTACAO DOS FOSMIDEOS SELECIONADOS
Os fosmideos purificados foram submetidos novamente ao processo de
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI com objetivo de se obter fragmentos
de DNA com tamanhos variados entre 3 e 10 kb para que fossem utilizados
como insertos para clonagem em vetor pUC19. O DNA foi submetido em um
sistema contendo 10uL de DNA fosmidial, 3,0uL de tampao apropriado, 0,5uL
de enzima de restricdo EcoRI e agua ultrapura qg.s.p 16,5uL. A digestdo do

DNA fosmidial foi feita em tubos de 1,5mL por um periodo de 2 horas a 37°C.

4.7.5 CLONAGEM EM VETOR PLASMIDIAL pUC19
Os fragmentos de DNA obtidos pela digestdo dos fosmideos
selecionados foram utilizados como insertos para clonagem no vetor pUC19
linearizado com a enzima de restricdo EcoRI. Apés ligacdo, a solucéo foi
utilizada para transformar bactéria E. coli estirpe Topl0 (Sambrook et al.,
1989). A selecao dos transformantes foi realizada na presenga de 250 ug/ml de
ampicilina e 30 pg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo (X-
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gal) e 1% de tributirina. As colonias que continham o DNA recombinante
apresentaram coloracéo esbranquicada e ainda apresentaram halo de hidrdlise
da tributirina adicionada ao meio de cultivo.

4.8 ARMAZENAMENTO DOS CLONES TRANSFORMADOS
As colonias das novas bibliotecas foram inoculadas em placas do tipo
ELISA contendo 100 uL de meio de cultura liquido LB contendo ampicilina 250
pg/ml e levadas a incubagado a 37°C durante 12 horas. Apds a incubagao foi
adicionado 100uL de glicerol 50% as culturas e as mesmas foram

armazenadas em freezer a -20°C.

4.9 SEQUENCIAMENTO DOS CLONES EM pUC19
O sequenciamento dos clones que apresentaram atividade de lipases
compreendeu trés etapas, sendo elas: 1° mutagénese aleatoria por insercdo de
transposon, 2° amplificacdo dos genes por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), 3° Sequenciamento do produto obtido pela PCR e 4° andlise das

sequéncias obtidas.

4.9.1 MUTAGENESE ALEATORIA COM TRANSPOSON

Todos os clones positivos para atividade lipolitica foram submetidos a
mutagénese aleatdria com transposon. A mutagénese foi realizada utilizando
um kit de insercao de transposon EZ:TN <KAN-2> EPICENTRE de acordo com
instrucdes do fabricante. O sistema continha aproximadamente 500 ng de DNA
dupla fita, 1 yL de tampao de reagao (Tris-acetato pH 7,5 0,5 M, acetato de
potassio 1,5 M, acetato de magnésio 0,1 M e espermidina 0,04 M) concentrado
10X, 0,3 pL de transposase (1 U/uL), 0,3 uL de transposon (0,1 pmol/uL) e
agua ultrapura para um volume final de 10 L.

A reacao foi incubada a 37°C durante 4 horas. ApGs o término desse
periodo foi adicionado 1 pL de solugéo de parada (SDS 1% m/v) e a reagao
levada a incubagdo a 70°C durante 20 minutos.O sistema de reacdo foi
transformado em E. coli estirpe TOP10 e os transformantes foram selecionados
em placas de meio soélido LA contendo 50 pg/mL de canamicina. Os clones

coletados nessa etapa foram testados em meio sdlido contendo 1% de
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tributirina (m/v) para selecdo de clones que ndo sdo capazes de produzir halo

de hidrdlise indicando que a inser¢ao ocorreu no gene da lipase.

4.9.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os clones que perderam a atividade lipolitica (indicativo de insercédo do
transposon em regido do gene importante para atividade lipolitica) tiveram seu
DNA plasmidial extraido pelo método de lise alcalina conforme SAMBROOK,
FRITSCH e MANIATIS (1989) e foram submetidos a reacdo de PCR utilizando
os primers<KAN 2> FP-1 e <KAN 2> RP -1 (tabela 4) fornecidos juntamente
com o kit de insercdo de transposon EZ:TN <KAN-2> EPICENTRE. A reacédo
foi realizada conforme protocolo BigDye® Terminator indicado pelo fabricante
AppliedBiosystems.

TABELA 4- PRIMERS <KAN-2> RP-1 E FP-1

Primer Orientacao
5'- ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC - 3 Forward (FP-1)
5'- GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG - 3' Reverse (RP-1)

4.9.3 SEQUENCIAMENTO DO PRODUTO DE AMPLIFICAQAO.

As regides de insercdo do transposon foram determinadas por
sequenciamento de DNA a partir de suas extremidades. Foi utilizado o método
de terminacdo de cadeia utilizando didesoxirribonucleotideos (SANGER et al.,
1977) conforme protocolo BigDye® Terminator — Applied Biosystems em
sequenciador automatico 3500xL GeneticAnalyzer, as sequéncias obtidas
foram analisadas utilizando a plataforma Basic Local Alignment Search Tool -
BLAST®.

4.9.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS
A identificacdo de fases de leitura aberta (Open Reading Frames ou
ORFs), a partir dos contigs reconstruidos, foi realizada com o auxilio do
programa Artemis (RUTHERFORD, 2000). O Artemis consiste em um
programa anotador de sequéncias de DNA que permite a visualizacdo das seis
fases de leitura dentro da sequéncia submetida a ele. A identificacdo de ORFs
pelo Artemis é realizada basicamente pela procura entre cdédons de inicio

(inicio de traducéo) e codons de parada (parada de traducao).
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As sequéncias de DNA das ORFs identificadas foram comparadas com
as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa BLASTx (ALTSCHUL et
al., 1997). Sequéncias de aminoacidos foram comparadas utilizando-se o
programa BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997). Em ambos os casos foi utilizado o
banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr). A presenca de peptideo
sinal foi determinada pelo programa SIGNALIP-4.1 (Petersen et al., 2011). Os
dendogramas filogenéticos foram construidos no programa MEGA 6.0 (Tamura,
Peterson et al.,, 2013) utilizando o modelo de distancia p. O valor de

reamostragem (“boostrap”) foi de 1000 repeticdes.

4.10 AMPLIFICACAO DOS GENES POR REACAO EM CADEIA DA

DNA POLIMERASE (PCR)

Nesta etapa foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (“primers”)
para os genes identificados através do sequenciamento utilizando a ferramenta
IDToligoanalyzer versdo 3.1 (tabela 5). O peptideo sinal presente foi
identificado utilizando a ferramenta SIGNALIP-4.1 (Petersen et al., 2011).Esta
determinacao possibilitou o desenho de primers para clonagem da lipase inteira
e truncada (sem o peptideo sinal).

Os genes codificadores de lipases foram amplificados por PCR
(Polymerase Chain Reaction) em um sistema contendo 1U de Tagq DNA
polimerase (producéo propria), 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 200
MM de dNTP, 5 uL de tampédo de reagéo (Tris-HCI pH 8,4 e KCI 500 mM)
concentrado 10X, 1 yL de MgSO4 50 mM, aproximadamente 10 ng de DNA
molde (plasmideo) e agua ultrapura para um volume total de 50 uL. A reacao
foi realizada em termociclador. Nesta etapa foi escolhida para superexpressao
a lipase originaria do sub-clone E7EcoRI.



TABELA 5 - “PRIMERS” PARA AMPLIFICACAO DOS GENES
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Produto Primer Orientacdo | Nomenclatura Sitio  de
utilizada Restricédo

Lipase S’ATGGACCATATGAAAA | Forward LipE7 Ndel
AATGGCTATTGGTGCTG

Lipase 5GCCATGGAATTCTCAT | Reverse LipE7 EcoRl
AACCCCAGTCTCTG

Lipase 5GGGCATATGGCAGGT | Forward LipE7-Trunc Ndel

truncada TATACCCAG

Lipase 5’GCCATGGAATTCTCAT | Reverse LipE7-Trunc EcoRI

truncada AACCCCAGTCTCTG

Chaperona | 5ACTGGGCATATGAAC | Forward ChapE7 Ndel
AAGGCATGGCTGATG

Chaperona | 5TTATTGGAATTCTCAC | Reverse ChapE7 EcoRI
TCGCCCAGCCTGAGC

Lipase 5ATGGACCATATGAAAA | Forward LipE7 Ndel
AATGGCTATTGGTGCTG

Lipase 5GCCATGGGTACCTCA | Reverse LipE7 Kpnl
TAACCCCAGTCTCTG

Lipase 5GGGCATATGGCAGGT | Forward LipE7-Trunc Ndel

truncada TATACCCAG

Lipase 5GCCATGGGTACCTCA | Reverse LipE7-Trunc Kpnl

truncada TAACCCCAGTCTCTG

Chaperona | 5ACTGGGCATATGAAC | Forward Chap-E7 Ndel
AAGGCATGGCTGATG

Chaperona | TTATTGGGTACCTCAC | Reverse Chap-E7 Kpnl
TCGCCCAGCCTGAGC

5 RESULTADOS
A partir de uma biblioteca metagendmica construida a partir de solo de

uma lagoa de efluentes de gordura animal de uma industria de alimentos

(Glogauer et al., 2011) foram isolados 192 clones com potencial atividade

lipolitica. Estes clones foram mantidos em placas de 96 pocos e indicadas

como sub-bibliotecas PL1A e PL2A. Neste trabalho foram analisadas essas

bibliotecas a fim de identificar novas lipases.
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5.1 ANALISES DOS CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A

Inicialmente os clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A foram
inoculados em meios de cultivo suplementados com trés diferentes tipos de
triacilglicerdis: tributirina, trioctanoina e trioleina. A formacdo de halo de
hidrolise permite verificar a atividade de degradacdo do triacilglicerol
adicionado ao meio.

As lipases consideradas verdadeiras sdo aquelas que possuem a
capacidade de hidrolisar triacilglicerol de cadeia longa, sendo esta a
caracteristica central de diferenca com as esterases. A finalidade desta etapa
foi verificar quais clones oriundos das sub-bibliotecas PL1A e PL2A eram
capazes de hidrolisar os diferentes tipos de triacilglicerol e ainda identificar
quais deles apresentavam atividade de uma lipase verdadeira (figuras 8 al0).
Os clones que apresentaram os maiores halos de hidrolise contra trioleina

(maior cadeia carbonica) foram selecionados para as etapas seguintes.
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FIGURA 8. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIBUTIRINA.

AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIOES
TRANSLUCIDAS CORRESPONDEM AO HALO DE HIDROLISE DA TRIBUTIRINA.
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FIGURA 9. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIOCTANOINA.

AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIOES
TRANSLUCIDAS CORRESPONDEM AO HALO DE HIDROLISE DO TRIOCTANOINA.
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FIGURA 10. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIOLEINA.

AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIOES
TRANSLUCIDAS CORRESPONDEM AO HALO DE HIDROLISE DA TRIOLEINA. EM
VERMELHO ESTAO INDICADOS OS CLONES ESCOLHIDOS PARA CONTINUAR OS
ESTUDOS.

Foram selecionados os clones D2, D10, D9, E3, E4, E7, E9, F6, F7, F9 e
G5 oriundos da biblioteca PL1A e o clone H5 oriundo da biblioteca PL2A para

dar continuidade as proximas etapas.
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5.2 ANALISES DOS CLONES SELECIONADOS

ApOs a selecdo dos clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A realizou-se
a extracdo dos fosmideos a fim de verificar uma possivel duplicidade de clones
utilizando perfil eletroforético. Os fosmideos purificados foram digeridos com a
enzima de restricdo (BamHI e EcoRl) e os perfis obtidos foram comparados
(figuras 11 e 12).

A enzima de restricdo BamHI corta o fosmideo pCC2FOS em duas
localizacBes distintas 353 e 407, liberando o inserto clonado, além de cortar o
inserto nas sequéncias de reconhecimento da enzima distribuidos em sua
extensdo. O perfil de restricdo da enzima BamHI € apresentado na figura 10.

Os fosmideos oriundos dos clones E7, E4, F6, E9, F7, e F9
apresentaram certa semelhanca no perfil de bandas quando digeridos com a
enzima de restricdo BamHI, portanto estes foram selecionados para digestéao
com a enzima de restricdo EcoRI a fim de verificar se realmente eram idénticos
(figura 12).
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FIGURA 11.ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS FOSMIDEOS DIGERIDOS
COM A ENZIMA DE RESTRICAO BamHI.

OS FOSMIDEOS EXTRAIDOS DOS CLONES ISOLADOS DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E
PL2A ESTAO INDICADOS BEM COMO O MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB
LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA
UTILIZANDO SISTEMA DE FOTODOCUMENTACAO UVP.
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FIGURA 12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS FOSMIDEOS DIGERIDOS
COM A ENZIMA DE RESTRIGAO EcoRlI.
OS CLONES ESTAO INDICADOS BEM COMO O MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB
LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA
UTILIZANDO SISTEMA DE FOTODOCUMENTAGAO UVP.

Os fosmideos extraidos dos clones isolados das sub-bibliotecas PL1A e
PL2A que apresentaram perfis semelhantes quando digeridos com a enzima de
restricdo BamHI foram novamente digeridos com a enzima de restricdo EcoRl a
fim de verificar se realmente eram iguais. A restricdo com a enzima EcoRl
indicou que os fosmideos possuem perfis diferentes, sugerindo portanto que
todos os 12 clones isolados das sub-bibliotecas PL1A e PL2A séo

potencialmente distintos.

5.3 CONSTRUQAO DAS SUB-BIBLIOTECAS A PARTIR DOS FOSMIDEOS

ISOLADOS.

Os fosmideos isolados apresentam insertos da ordem de 40kb,
dificultando o sequenciamento e a identificacdo do gene da lipase. Diversas
tentativas foram realizadas a fim de construir bibliotecas utilizando clonagem
tipo “shot-gun”, porém, sem sucesso (dados ndo mostrados). Desta forma a

estratégia utilizada foi a clonagem de fragmentos dos fosmideos apos digestao
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com a enzima EcoRI. Esses fragmentos foram clonados em vetor pUC19 e os
clones foram analisados quanto a capacidade de formarem halo de hidrolise de
triacilglicerais.

A construcdo das sub-bibliotecas foi executada em trés etapas distintas,
sendo elas: 1° Fragmentacdo dos fosmideos das bibliotecas PL1A e PL2A, 2°
Ligacdo dos fragmentos do DNA fosmidial ao vetor pUC19 e selecdo dos
clones contendo DNA recombinante e 3° Armazenamento dos clones

transformados.

5.3.1 DIGESTAO DOS FOSMIDEOS DAS BIBLIOTECAS PL1A E PL2A.
Os fosmideos foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRlI a fim de
obter fragmentos de DNA com tamanhos variados entre 3 e 10 kb, para que
esses fragmentos gerados fossem utilizados como insertos na ligacdo com o
novo vetor pUC19. Nesta etapa foram selecionados apenas os clones E7, E4 e
D2 oriundos das bibliotecas PL1A. Esta escolha foi feita, pois esses clones
apresentaram o0s maiores halos de hidrélise quando cultivados em meio

contendo trioleina.

5.3.2 LIGACAO DOS FRAGMENTOS DO DNA FOSMIDIAL AO VETOR
pUC19 E SELECAO DOS CLONES COM DNA RECOMBINANTE

Os fragmentos de DNA obtidos dos clones E7, E4 e D2 foram entdo
clonados no vetor pUC19 linearizado com a enzima de restricdo EcoRI. Apds a
ligacdo, este sistema foi utilizado para transformar bactéria E. coli estirpe
Topl0 (Sambrook et al., 1989). A selecdo dos clones transformantes foi
realizada na presenga de 250 pg/mL de ampicilina e 30 pg/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo (X-gal) e 1% de tributirina. O X-gal
permitiu diferenciar os clones transformantes que possuiam o vetor pUC19
recombinante. Esta diferenciacdo ocorre, pois o X-gal é utilizado como
substrato pela enzima B-galactosidase, como o vetor pUC 19 possui em seu
sitio de policlonagem o gene LacZ os clones que ndo possuiam o vetor
recombinante continuariam capazes de utlizar o X-gal como substrato
apresentando assim uma coloracédo azulada, logo os clones que possuiam o
vetor recombinante ndo seriam capazes de hidrolisar o composto X-gal e

consequentemente ndo apresentando a coloracao azulada.
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O meio de cultivo também foi suplementado com tributirina nesta
selecdo, para visualizagdo de halo de hidrolise do triacilglicerol. A escolha da
tributirina é justificada pois a formagdo do halo de hidrolise ocorre em um
periodo mais curto de incubagdo quando comparado a trioleina ou trioctanoina.
Assim as col6nias que possuiam o DNA recombinante contendo sequéncias de
DNA que eram capazes de expressar uma lipase apresentaram coloracao
esbranquicada e ainda apresentaram halo de hidrélise da tributirina adicionada

ao meio de cultivo, conforme ilustrado na figura 13.

FIGURA 13. TRANSFORMANTES OBTIDOS DA SUBCLONAGEM DE FRAGMENTOS DE
DNA DO FOSMIDEO E7.

APOS A TRANSFORMAGCAO A SUSPENSAO BACTERIANA FOI PLAQUEADA EM MEIO LA
CONTENDO 1% DE TRIBUTIRINA NA PRESENGCA DE X-GAL E AMPICILINA. APOS 24
HORAS DE CULTIVO A 37°C OS TRANSFORMANTES FORAM ANALISADOS. PODE-SE
OBSERVAR A COLORAGCAO ESBRANQUICADA DAS COLONIAS DEVIDO A PERDA DA
ATIVIDADE B-GALACTOSIDASE E AINDA A FORMACAO DO HALO DE HIDROLISE
(INDICADO PELAS SETAS) DA TRIBUTIRINA ADICIONADA AO MEIO DE CULTIVO.

As coldnias das novas bibliotecas foram inoculadas em placas do tipo
ELISA de 96 pogos contendo 100uL de meio de cultura liquido LB
suplementado com ampicilina 250ug/ml e levadas a incubagéo a 37°C durante

12 horas. Apos este periodo foi adicionado 100pL de glicerol 50% as culturas.
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Para cada fosmideo previamente selecionado, D2, E4 e E7, subclones
foram isolados gerando as sub-bibliotecas D2EcoRI (96 clones), E4EcoRI (96
clones) e E7EcoRI (192 clones). Cada sub-biblioteca apresenta clones com ou
sem atividade de hidrdlise de tributirina com objetivo de permitir a obtencéo da
sequencia dos fosmideos D2, E4 e E7.

A construcao dessas sub-bibliotecas que apresentam insertos da ordem
de 10 kb e vetor de alto numero de copias facilita as etapas subsequentes de

sequenciamento.

5.4 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DE SEQUENCIA DOS SUB-CLONES
EM pUC19

Com o objetivo de identificar as lipases codificadas pelos fosmideos D2,

E4 e E7, o sequenciamento foi realizado primeiramente com os subclones que

apresentaram atividade de hidrolise de tributiina. O sequenciamento foi

executado em duas etapas consecutivas: 1° Mutagénese aleatéria por insercao

de transposon e cultivo dos transformantes em meio suplementado com

tributirina 1%; 2° Sequenciamento e andlise das sequéncias obtidas.

5.4.1 MUTAGENESE ALEATORIA POR INSERCAO DE TRANSPOSON E
CULTIVO DOS TRANSFORMANTES EM MEIO SUPLEMENTADO

COM TRIBUTIRINA 1%.
A finalidade central desta etapa foi o sequenciamento dos genes de
expressado da lipase através da insercdo do transposon nesta regido, fazendo
com que os clones inicialmente ativos perdessem a atividade apos a

mutagénese, conforme ilustrado nas figuras 14 e 15.
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Transposase Transposon
l Insercao aleatoria de transposon
v
5% ABCDEVFGHTI
3, A,B,C,D,E,F,G,H,I,
A
l Reacdo de transesterificacdo
5 v |. .IABCDEEGHI_
3> A’B’C’D’E’F’G’H’T’ A
l Reparo do DNA apos transformacgao em E.coli
DY Anen s e ABCDEEFGHI s
3 e— n’n'c’n’E'E'G’B'I'MA'B’C’D'E’F’G’H'I’—

FIGURA 14. ESQUEMA DO PROCESSO DE MUTAGENESE ALEATORIA POR INSERCAO
DE TRANSPOSON.

A COMPOSICAO DO SISTEMA COMPREENDE O DNA ALVO, TRANSPOSON E
TRANSPOSASE, POSTERIORMENTE OCORRE UMA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO
INSERINDO O TRANSPOSON NO DNA ALVO, APOS A TRANSFORMACAO EM CELULAS
DE E.coli O DNA E REPARADO FAZENDO COM QUE O CLONE INICIALMENTE ATIVO
PERCA SUA ATIVIDADE LIPOLITICA, CASO O TRANSPOSON SEJA INSERIDO NA REGIAO
DE EXPRESSAO DA LIPASE.
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FIGURA 15. ESQUEMA DE INSERCAO DE TRANSPOSON EM DIFERENTES REGIOES DO

DNA ALVO.

O TRANSPOSON KanR E INSERIDO EM DIVERSAS REGIOES DO VETOR

RECOMBINANTE POSSIBILITANDO O SEQUENCIAMENTO A PARTIR DE SUAS

EXTREMIDADES, A INSERCAO PODERA OCORRER EM UMA REGIAO IMPORTANTE

PARA EXPRESSAO DA LIPASE FAZENDO COM QUE O TRANSFORMANTE
ORIGINALMENTE ATIVO SE TORNE INATIVO.

O transposon utilizado <KAN-2> possui gene que confere resisténcia ao
antibidtico canamicina. Apés a transformacao foi feito o cultivo em meios
suplementados com canamicina e tributirina para selecdo dos transformantes
quanto a resisténcia ao antibidtico e ainda a atividade lipolitica do triacilglicerol

adicionado ao meio de cultivo, conforme mostrado pela figura 16.
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FIGURA 16. TRANSFORMANTES RESISTENTES A CANAMICINA CULTIVADOS EM MEIO
SUPLEMENTADO COM TRIBUTIRINA 1%.

AS PLACAS FORAM MANTIDAS EM INCUBACAO A 37°C POR 48 HORAS. OBSERVA-SE
QUE FORAM OBTIDOS CLONES COM OU SEM ATIVIDADE DE DEGRADAGAO DE
TRIBUTIRINA, OS CLONES QUE APRESENTAM ATIVIDADE TIVERAM O TRANSPOSON
FORA DO GENE DE EXPRESSAO DA LIPASE E AQUELES QUE SOFRERAM PERDA DE
ATIVIDADE POSSUEM O TRANSPOSON INSERIDO NUMA REGIAO IMPORTANTE PARA
ATIVIDADE DA LIPASE, SENDO ESSES SELECIONADOS PARA ETAPA DE
SEQUENCIAMENTO DE DNA.

Todos os transformantes com insercao de transposon sejam eles ativos
ou nao foram estocados em novas placas de 96 pocos, dando origem a novas
bibliotecas denominadas E7EcoRI| — Trans, E4EcoRIl —Trans e D2EcoRI —

Trans.

5.4.2 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS.
O seguenciamento dos transformantes que perderam atividade lipolitica
foi feito a partir das extremidades do transposon. As reacbes de
sequenciamento foram realizadas utilizando “primers” especificos que se

anelavam nas extremidades do transposon. Nesta etapa 10 clones da
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biblioteca E7EcoRI — Trans, 10 clones da E4EcoRI - Trans e 5 clones da
biblioteca D2EcoRI — Trans foram utilizados.

Todas as sequéncias obtidas foram analisadas e anotadas a partir dos
contigs reconstruidos com o auxilio do programa Artemis (figura 17). Analise de
comparacao pelos programas Basic Local Alignment Search Tool - BLAST®
indicou que os sub-clones E7EcoRI e E4EcoRI codificam para 0 mesmo gene
de uma lipase e o0 sub-clone D2EcoRI para o gene de outra lipase ja
identificada anteriormente em outro trabalho (dados ndo mostrados) assim o
sub-clone E7EcoRI foi entdo selecionado para caracterizacdo. Os resultados
do sequenciamento indicaram uma orf de 903pb que codifica para uma lipase
de 301 aminoacidos e uma ORF de 741pb que codifica para uma chaperona de
247 aminoacidos (figura 18). A comparacao realizada pelo programa BLASTX
indicou que tanto a lipase quanto a chaperona possuem 98% de identidade
com as da espécie Aeromonas hydrophila. Através da anélise de sequéncia da
LipE7 foi constatada que ela esté inserida na familia | de lipases bacterianas
dependentes de chaperona (Lipase-specific-foldase) baseados na classificagéo
proposta por ARPIGNY e JAEGER (1999) e atualizada por JAEGER e
EGGERT (2000).

A lipase e chaperona objeto deste trabalho foram denominadas LipE7 e
ChapE7 respectivamente.
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FIGURA 17. ANOTAGCAO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS PELO PROGRAMA ARTEMIS.

A PRIMEIRA ORF (CDS) DA ESQUERDA PARA DIREITA CORRESPONDE A LIPASE E
ESTA CONTIDA NA PRIMEIRA FASE DE LEITURA, ADJASCENTE A LIPASE ESTA A ORF
REFERENTE AO GENEDA CHAPERONA CONTIDA NA TERCEIRA FASE DE LEITURA, FOI
CONSTATADA QUE EXISTE UMA SOBREPOSICAO DE TRES NUCLEOTIDEOS (FINAL DA
LIPASE E INICIO DA CHAPERONA)
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1381 tcggcgatctgcagagtctggagcgactgccggcggccgagecgecgacgecgtgetgegeg 1440
G b L ¢ S L E R L P A A E R DA V L R E F3

1441 agcagctgggaccggaggcggcggaccggctgcaccagectggecggagagtcagcaggggt 1500
L 6 P E A A DR L H QL A E S Q O G F F3

1501 tcgagcagcagctggccggctatctggccgaactcaagcecccecctgeccgecgageggeggyg 1560
E Q 0 L A G Y L A E L K P L P A E R R A F3

1561 ccgagcagcagccggagatcctggcgecgectggttcgageccggeccagtggecgacgggtgg 1620
E 0 o P E I L AR W F E P G Q W R R V E F3

1621 aagccctcacccggctcaggctgggcgagtga 1652
AL T R L R L G E * F3

FIGURA 18. SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS ( EM LETRAS MINUSCULAS) REFERENTE
AS orfsQUE CODIFICAM PARA A LIPASE E A CHAPERONA.

A NUMERACAO INDICA A POSICAO DE CADA BASE. O PRODUTO DE TRADUGAO DE
CADA orf ESTA INDICADA EM LETRAS MAIUSCULAS ABAIXO DA SEQUENCIA DE
NUCLEOTIDEOS. A SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA LIPASE ESTA INDICADA EM AZUL
E A DA CHAPERONA E INDICADA EM VERMELHO. F1 E F3 INDICAM A FASE DE LEITURA
DE CADA orf . * INDICA O CODON DE PARADA DE TRADUGAO.

Foram estimadas as regifes na sequencia de aminoacidos da LipE7
referentes a triade catalitica, ponte de dissulfeto e sitio de ligacdo a calcio. Em
seguida estas regides foram alinhadas com lipases de outras espécies

bacterianas inseridas na mesma familia enzimatica (figura 19).

LipE7 LIGHSHGGPT 105
A.hydrophila YL17 LIGHSHGGPT 105
A.hydrophila J-1 LIGHSHGGPT 105
A.veronii B565 LIGHSHGGPT 106

LipE7 PSQYCGEGPM 210 LipE7 NGLVGVCSSHLGK 259
A.hydrophila YL17 PSQYCGEGPM 210 A.hydrophila YL17 DGLVGVCSSHLGK 259
A.hydrophila J-1 PSQYCGEGPM 210 A.hydrophila J-1 DGLVGVCSSHLGK 259
A.Veronii B565 PSRYCGEGPM 211 A.veronii B565 DGLVGVCSSHLGK 260

LipE7 TNILDPVDPA 234 LipE7 HLDEVNQSFGIRH 298
A.hydrophila YL17 TNILDPVDPA 234 A.hydrophila YL17 HLDEVNQSFGIRH 298
A.hydrophila J-1 TNILDPVDPA 234 A.hydrophila J-1 HLDEVNQSFGIRH 298
A.Veronii B565 TNLLDPVDPA 235 A.veronii B565 HLDEVNQSFGIHH 299

FIGURA 19 REGIOES CONSERVADAS DA LIPE7.

ALINHAMENTO ENTRE AS REGIOES CONSERVADAS DAS SEQUENCIAS DE
AMIOACIDOS REFERENTES A TRIADE CATALICA (VERMELHO), PONTES DE
DISSULFETO (VERDE) E SITIO DE LIGAGCAO Ca?* DA LIPE7 COM OUTRAS LIPASES
BACTERIANAS INSERIDAS NA MESMA FAMILIA ENZIMATICA.

Um dendrograma filogenético foi construido no programa MEGA 6.0

(Tamura, Peterson et al., 2013) utilizando os 13 melhores “hits” apos analise no
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BLASTDp, (figura 20). Esta analise foi feita para verificar as relagdes evolutivas
entre a LIpE7 e as demais lipases das subfamilias |, baseados na classificacéo
proposta por ARPIGNY e JAEGER (1999) e atualizada por JAEGER e
EGGERT (2000).

98

Aeromonas hydrophila YL17

Aeromonas hydrophila ATCC 7966
89

ge Aeromonas hydrophila AL09-71

84 70 Aeromonas hydrophila ML0O9-119

Aeromonas hydrophila J-1

Aeromonas salmonicida A449

74 68

Aeromonas media WS

i

Aeromonas hydrophila 4AK4

Aeromonas veronii B565.

98 Pseudomonas aeruginosa PSE305

100

Pseudomonas aeruginosa VRFPA04

Pseudomonas aeruginosa PAO1H20

80

Pseudomonas aeruginosa LESlike4

FIGURA 20.ARVORE FILOGENETICA DA LipE7

A ARVORE FOl CONSTRUIDA PELO METODO NEIGHBOR-JOINING UTILIZANDO O
SOFTWARE MEGA 6.06. FOl CALCULADA A SIGNIFICANCIA ESTATISTICA UTILIZANDO
1.000 REPETICOES DE BOOTSTRAP. UTILIZARAM-SE AS SEQUENCIAS PROTEICAS DOS
13 MELHORES “HITS” APOS ANALISE NO BLASTp.

Posteriormente a sequéncia da lipase foi analisada para verificar a
existéncia de uma regido peptideo sinal. Esta analise foi feita utilizando o
servidor Signal IP Versao 4.1 (PETERSEN et al., 2011) (figura 21).
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SignalP-4.1 prediction (gram- networks): Sequence
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FIGURA 21. RESULTADO GERADO PELA DA FERRAMENTA SIGNALIP VERSAO 4.1.
NO GRAFICO E INDICADO PELA MAIOR LINHA VERTICAL EM VERMELHO O TERMINO DA

REGIAO PEPTIDEO SINAL.

Nesta andlise sdo estabelecidos 3 diferentes scores, em vermelho esta
determinado o C-score que indica a posicdo exata do término da regido
peptideo sinal e inicio da regido da proteina madura que é indicada pela maior
linha vertical vermelha, o S-score € calculado utilizando uma série de
algoritmos em um banco de dados para bactérias gram-negativas
determinando um posicionamento 6timo para clivagem da sequéncia de
aminoacidos que se inicia no ponto em que a linha de tendéncia verde decai,
finalmente o Y-score é obtido através de uma correlacédo entre o S-score e C-
score determinando assim uma média entre estes valores descrita na linha de
tendéncia azul, a figura 22 apresenta a sequéncia de aminoacidos da lipase
(LipE7) indicando a regido peptideo sinal(PETERSEN et al., 2011).
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Peptideo sinal

MKKWLLVLLCALPMLGQOA AGYTQTRYPIVLVHGLFGFDKLLGVDYLYGIPQALTRDGARV
YVAQVSATQSSELRGEQLLKQVQQVLAITGAEKVNLIGHSHGGPTIRYVASVAPELVASATSV
GGVNYGSEIADLVRANVTAGSVAEKLAVAAASALSGVISLLSGGSQLPQDPLAALDALTSAGA
QRFNQRYPEGLPSQYCGEGPMQAANGVYYFSWSGRGTMTNILDPVDPALALTGSFFEEPN
NGLVGVCSSHLGKVIGTDYRMNHLDEVNQSFGIRHLFETDPVGLYRQHANRLQRLGL

FIGURA 22. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA LipE?7.

EM AZUL ESTA INDICADA A REGIAO REFERENTE AO PEPTIDEO SINAL, A SEQUENCIA
DE AMINOACIDOS DA LIPASE SEM A REGIAO PEPTIDEO SINAL FOI DENOMINADA
LipE7Tr.

Posteriormente foi estimada uma regido transmembrana responsavel
pela ancoragem da chaperona (ChapE7) a membrana interna bacteriana com

auxilio da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 (figura 23).

a-Hélice transmembrana
MNKAWLMAAPLGAALLLGGWQLWPAPSPDSAAPLAQEAGPASPLARQAASSSDEH
SLQARYEAFLAAESSLTVPTDPGLASLQVLFDQREQLRQQSFTPAEQEQLFAEDRLMEQ
WTLRRKALAEAGDADKPLLASELELWLAEQPQWFREAEANSRLLGDLQSLERLPAAER
DAVLREQLGPEAADRLHQLAESQQGFEQQLAGYLAELKPLPAERRAEQQPEILARWFE
PGQWRRVEALTRLRLGE

FIGURA 23. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA ChapE7.

EM VERMELHO ESTA INDICADA A REGIAO REFERENTE A o-HELICE TRANSMEMBRANA
RESPONSAVEL PELA ANCORAGEM DA CHAPERONA A MEMBRANA INTERNA
BACTERIANA.

5.5 AMPLIFICAQAO DOS GENES DA LIPASE (LipE7) E CHAPERONA

(ChapE?7)

Inicialmente foi feita analise para mapeamento dos sitios de restricdo
contidos nas sequéncias de nucleotideos da LipE7 e ChapE7, com a finalidade
de delinear uma estratégia contundente para superexpressao destas enzimas.
Para esta tarefa foi utilizada a ferramenta NebCutter Versédo 2.0 oferecida no
pacote de programas pela BioLabs® inc. ApoOs esta identificacdo, foram
desenhados “primers” especificos para amplificacdo dos genes através da
reacdo em cadeia da polimerase (Tabela 5), o produto desta reacdo foi
submetido a analise eletroforética para verificacdo do contetdo obtido,

conforme ilustrado pela figura 24.
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FIGURA 24. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO PRODUTO DE PCR DO
GENE QUE CODIFICA PARA A LIPASE E CHAPERONA.

AS BANDAS REFERENTES AOS FRAGMENTOS QUE CODIFICAM PARA CHAPERONA
(ChapE7), LIPASE (LipE7) E LIPASE TRUNCADA ESTAO INDICADAS BEM COMO O
MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO
DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA UTILIZANDO SISTEMA DE
FOTODOCUMENTAGAO UVP.

Os resultados indicam que os fragmentos que codificam para ChapE7
(741 nucleotideos), LipE7 (903 nucleotideos) e LIipE7Tr (849 nucleotideos)

foram amplificados e poderao ser clonados nos vetores apropriados.
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6 CONCLUSAO
Uma nova lipase e chaperona denominadas LIpE7 e ChapE7 foram
identificadas a partir de uma sub-biblioteca metagenomica e tiveram seus
genes amplificados por PCR. A analise de sequéncia demonstrou identidade de
98% com uma lipase da espécie Aeromonas hidrophyla. A analise indica que
0S genes da lipase e chaperona fazem parte de um operon considerando que
existe uma sobreposicdo entre o cédon de parada de sintese da lipase e o

codon de inicio de traducéo da chaperona.

6.1 PERSPECTIVAS
Os genes da LipE7 e ChapE7 serao clonados em vetores de expressao,
permitindo a expressao das proteinas em E.coli. As proteinas superexpressas

poderdo ser purificadas e a atividade estudada.
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7 ANEXOS
7.1ANEXO 1 - MAPA DO VETOR pUC19

Drdl 91
2';;"3““ 51 BStAPI 179
BsmBI Ndel 183
Eco01091 2674 Kasl - Narl - Sfol 235
Aatll - Zral 2617 Bgll 245
BeiVl 2542 Fspl 256
sspl 2501 Pvul 276

/ Pyl 306

Bmrl 364
' Acll 2297 BeeAl 387 Apol - EcoRl 396
Xmnl 2294 Banll - Sacl - Eco53K1 402
Acch51 - Kpnl 408
Begl 2215 MCS  Aval - BsoBI - Smal -
Scal 2177 TspMI - Xmal 412
Bamill 417
Xbal 423
Pvul 2066 Accl - Hinell - Sall 429
Avall 2059 BspMI - BfuAl 433
— Sbl 434
BstDI 1935 ‘ Pstl 435
Fspl 1919
Avall 1837 ool 528
NmeAlll 1822 Thl 641
Bgll 1813 BsaXl 659
Bpml 1784 BspQI - Sapl 683
BsrFI 1779 ThI 781
Bsal 1766 AfIII - Peil 806
BstDI 1753 Drdl 908
Bmrl 1744
Ahdl 1694 BeiVl 1015
BseYl 1110
BeeAl 1292 AlwNI 1217
pUC19 MCS
Sacl Smal Xbal Sbfl
EcoRI Kpnl BamHI Sall Pstl Sphl HindIII
agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatggteat
460 4i0 4é0 42;»0 440 450 4é0
... NS S PV RPDELTS SR RTCAHLSEPTTIMTINM
«————————— JacZu. translational start —I
pNEB193 MCS
Sacl Smal  BssHII Pacl SbfI
EcoRI Kpnl Ascl BamHI Xbal Sall  Pmel Pstl Sphl HindIII

agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGGCGCGCCGGATCCTTAATTAAGTCTAGAGTCGACTGTTTAAACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatggteat

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490

... NS S PV RPRAPDIKTILDILTS SO QKT FRTCAHLSZPTTIMTM

«—————— lacZo. translational start —I



7.2ANEXO 2 - MAPA DO VETOR pCC2FQOS

Eco721382

Hpa | 7671
Pci | 7524

Apa | 7014
Bsa | 6852

pa8  CopyControl™ ,eqr BstZ17 1 1886

pCC2FOS™

8181 bp

Sac Il 2525
SnaB | 5673

BstX 15127
EcoN | 3511
Afe | 4608

Note: Not all restriction enzymes that cut only once are indicated above.
See Appendix F for complete restriction information
Primers are not drawn to scale.

Eco721 (382

L FP RP
{(311-330) (382-279) (336-402)

425 450
pCC2™ Forward pCC2™ Reverse
Sequencing Primer Ecor21 Sequencing Primer
_QGGGGATCCCJl\CGTACAACGAEKCACCTAGACCIIACGTGTTCCIAGGCTGTTTCIICTGGTGGGA'.T .
350 * 380 * 370 * 330 * 360 * 400 * 410

FP = pCC2™ Foward Sequencing Primer 5 GTACAACGACACCTAGAC 3'
RP = pCC2™ Reverse Sequencing Primer 5 CAGGAAACAGCCTAGGAA 3'
T7 =T7 Promoter Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG ¥



