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Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Meios de secregéo de lipase utilizados pelas bactérias Gram-negativas do

género Pseudomonas

Sequéncia de nucleotideos do gene putativo (ORF XF1181) de lipase

traduzido para aminoacidos.

Alinhamento da sequéncia do gene da lipase de X fastidiosa com o gene
da lipase (GenBank number - gi:126329) de Pseudomonas sp (E-value=
7e-* e Score = 362 bits)

Alinhamento da lipase de X. fastidiosa (lipxylella) com as lipases das
especies Pseudomonas aeruginosa (lippaeru), Pseudomonas fluorescens
(lippflu), Proteus vulgaris (lipproteu) e Pseudomonas fragi (lipfrag)

pertencentes a subfamilia 1. ( Em_vermelho: residuos de aminoacidos

que pertencem a triade do sitio catalitico da lipase; em verde: residuos de
acido aspartico envolvidos no sitio de ligacao ao Ca™; em roxo: residuos
de cisteina que formam pontes dissulfeto; em azul: regides conservadas e

relacionadas aos sitios cataliticos).

Figura 6: Alinhamento da lipase de X. fastidiosa (lipxyll) com as lipases das espécies

Chromobacterium viscosum (lipchro), Burkholderia glumae (lipburk),
Pseudomonas luteola (lipluteo) e Pseudomonas cepacia (lipcep)
pertencentes a subfamilia 2. ( Em_vermelho: residuos de aminoacidos
que pertencem a triade do sitio catalitico da lipase; em verde: residuos de
acido aspartico envolvidos no sitio de ligacéo ao Ca™"; em roxo: residuos
de cisteina que formam pontes dissulfeto; em azul: regides conservadas e

relacionadas aos sitios cataliticos).
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Figura 7: Predi¢ao do iPsort para as sequéncias: A) lipase de X. fastidiosa (lipXF1) e 37

B) lipase de P. Juteola (GI-126329) demonstrando a alta hidrofobicidade
(pontithado roxo) encontrada na lipase de Pseudomonas e a baixa em
Xylella sendo mais um dado que demonstra que essa ndo é uma lipase

tipicamente secretada (grafico gerado pelo programa gnuplot).

Figura 8: Valores da predicéo para as lipases de X. fastidiosa (lipXF1) e de P. luteola

(lipPf)
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(lipPh
Figura 9: Valores da predi¢ao do pFAM para dominios na lipase de X. fastidiosa.

Figura 10: Os dois melhores alinhamentos encontrados com o programa pFAM para

a lipase de X fastidiosa.

Figura 11: A: PCR do DNA genémico para amplificagdo do gene de lipase de X.
fastidiosa. 1. DNA i Hindlll 2. LipP 3. /ipXF1. A seta indica o fragmento de
aproximadamente 1.132pb correspondente ao gene de interesse. B: PCR
das coldnias selecionadas contendo /ipXF7. 1. DNA 2Hindll 2. PCR de
DNA gendmico de X. fastidiosa 3. DNA plasmideal PetlipXF1-6 4.DNA
plasmideal PetlipXF1-14, 5. DNA plasmideal PetlipXF1-17 6. DNA
plasmideal pET-32a 7. controle negativo 8. pET-32a digerido £coRI e Xhol.

Figura 12: Indugao de expressao da lipase de X. fastidiosa em pET32a. M padrao de
peso molecular, Al antes da indugéo e DI depois da indugéo, BI21 bactéria
sem ser transformada, pET32a bactéria transformada somente com o vetor
pET32a, XF5 e XF7 colénias transformantes expressando a proteina

recombinante /ipXF1. A seta indica a proteina heterologa lipXF1.

Figura 13: A. gel SDS-PAGE de inducdo, B. Western blotting com as mesmas
amostras de A. M - Padrao de peso molecular. BI21, pET32a, XF5 e XF7

sdo amostras de depois da indugdo. A seta indica a proteina lipXF1

Figura 14. Teste com o sobrenadante das culturas induzidas de: Bactéria hospedeira
(Bi21), Bactérias com o vetor pET32a (pET32a) e bactéria transformante
(XF7). Antes da indugado (Al) e depois da inducédo (DI) assim como o
sobrenadante de Antes da inducac (SAl) e de depois da inducdo (SDI) da

coldnia transformante.

Figura 15: Teste solubilizagao de lipase de X fastidiosa com Triton X-100. M -Padréo
de peso molecular. Apés a mistura com Triton X-100 tanto o extrato celular
(EC) centrifugado como o sobrenadante (S) das células; sem vetor (BI21),
com vetor (pET32a) e recombinante (XF5) foram testados . A seta indica a

proteina lipXF1.
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Figura 16: Teste solubilizagdo de lipase de X. fastidiosa com Uréia 6M. M - Padrao 44
de peso molecular. Apdés a mistura com Uréia 6M a amostra foi
centrifugada e tanto o extrato celular (EC) centrifugado como o
sobrenadante (S) das células; sem vetor (BI21), com vetor (pET32a) e
recombinante (XF5 e XF7). Seta indica proteina heterologa solubilizada

parcialmente.

Figura 17: Teste de atividade da lipase de X fastidiosa feita com precipitado de 45
células rompidas. CN - Controle negativo, CP - Controle com lipase
comercial, 1, 2 e 3 teste em triplicata do recombinante XF5 antes (Al) e

depois da indugao (DI).

Figura 18: A. gel SDS -PAGE 12% mostrando a purificacdo da lipase de X. 47
fastidiosa. B. Western blotting utilizando anticorpo anti-cauda de histidina
com proteina solubilizada em tampao Uréia 6M e imidazol 30mM.
1.Marcador de peso molecular (M). 2 a 10 correspondem as aliquotas
eluidas em tampéo Uréia 6M e imidazol 80mM. A seta indica a presenca

da proteina apds a purificagao e a sua detecgcao em Western blotting.

Figura 19: Gréficos |, 1l e lll referentes as curvas de crescimento — BI21 se refere as 48
colénias de bactérias sem nenhum vetor introduzido. Pet se refere a
colénia transformada apenas com o vetor sem inserto e Xf5 e Xf7 sdo duas

colénias selecionadas € que expressam o gene da lipase.

Figura 20: Teste em duplicada da atividade utilizando varias concentracdes de 50
proteina purificada. CN controie negativo, 1 teste contendo 1 nug de
proteina, 2 teste contendo 5 ug de proteina, 3 teste contendo 10 nug de
proteina, 4 teste contendo 15 pg de proteina, § teste contendo 20 ug de
proteina, 6 teste contendo 25 ug de proteina, 7 teste contendo 30 ug de
proteina, 8 teste contendo 35 ug de proteina, 9 teste contendo 40 pg de

proteina, CP controle positivo contendo 40 ug da proteina comercial.

Figura 21: A - Amplificacao do gene /ipXF1 utilizando oligonuclectideos especificos. 54
1e10 - Marcador de peso molecular AHindlll 2 - Colénia azul 3 a 6 -

Colénias brancas 7 - PCR de DNA genémico de Xylella 8 - ligacdo pGEM-
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T lipXF1 e 9 — lipXF1 purificado por concert a partir de PCR. B- Digestao
de alguns clones pPIC9k-lipXF1. 1 - Marcador de peso molecular AHindlll 2
- pPICSk digerido 3 — colénia 54 4 — colénia 55 5 — colénia 56 6 — coldnia
57.

Figura 22: PCR de alguns clones pPIC9k-lipXF1. 1 e 16- Marcador de peso 54
molecular AHindlll 2 — H,O 3 — DNA gendmico de X fastidiosa 4 -
pPICOK; § — /ipXF1 purificado; 6 ao 15 coldénias E1 — E10 e na segunda
linha do 17 ao 30 colénias E11 até F12 referentes a uma placa de 96

pocinhos.

Figura 23: PCR de colénia das leveduras transformantes com pPIC9K-LipXF. Sd0 3 55
géis juntos: primeiro gel: 1 - Marcador de peso molecular AHind!ll 2 ao 9
colénias controle negativo, transformadas sé com o vetor pPIC9K 9 ao 15
— coldnias transformadas com o vetor proveniente da colénia 59 de E. .coli
digerida com Bg/ll segundo gel: 1 - Marcador de peso molecular AHindill 2
ao 6 do terceiro gel continuagao de coldnias positivas transformadas com o
vetor proveniente da colénia 59 de E. coli digerida com Bg/ll terceiro gel: 1
- Marcador de peso molecular AHindilll 7 ao 18 colbnias positivas
transformadas com o vetor proveniente da coldénia 60 de E. coli digerida

com Bglll.

Figura 24: Hibridizacdo de 18 colbnias de levedura transformantes. As setas indicam 57

hibridizacao positiva.

Figura 25: Hibridizagao utilizando-se amostras de RNA extraido das colénias 2, 7, 10, 58
e 6 e RNA de levedura sem vetor(GS115), nos tempos de indugao T,=0,
T,=60min, T,=120min e T;=180min apds a inducdo com metanol. O

controle positivo € o produto de PCR de lipXF1.
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Resumo

Com a finalizagdo do Projeto Genoma da bactéria Xylella fastidiosa foi possivel
identificar a existéncia de um gene putativo homoélogo a um gene de lipase de
Pseudomonas sp, sendo esta espécie amplamente erﬁpregada industrialmente para a
producao dessa classe de enzima. Esse fato despertou o nosso interesse para o estudo
do gene de X. fastidiosa com o objetivo de avaliar o potencial biotecnolégico da enzima
codificada pelo mesmo.

O gene foi clonado em pET32a e a proteina expressa em E. coli, apresentando-se
predominantemente insoluvel. A proteina foi solubilizada pela adicdo de uréia 6M e
posteriormente purificada em coluna de afinidade. Entretanto, as quantidades
produzidas em bactéria eram pequenas e as primeiras tentativas de producao em
Pichia pastoris nao foram bem sucedidas.

A atividade da enzima produzida em bactéria foi comprovada tanto em extrato protéico
como com a proteina purificada, possuindo essa uma atividade semelhante a enzima
extraida do género Pseudomonas. Testes preliminares feitos com extratos protéicos
indicam que a atividade dessa enzima é maior em temperaturas acima de 50 °C e pHs
alcalinos. Isso indica que essa lipase tem potencial biotecnolégico, e que a otimizagao
da sua producao podera levar a obtengao de uma enzima de qualidade para processos

industriais.
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Abstract

The end of the Xyllela fastidiosa genome project made it possible to identify a putative
gene homologue to Pseudomonas sp lipase, that has been widely used to produce this
type of enzyme for industry, purpose this fact increased researchers interest in studying
the related gene in order to verify the biotechnological potential of the enzyme encoded

by it.

The gene was cloned within the vector pET32a and expressed in E.coli. The protein
produced was mostly insoluble and became soluble by the addiction of 6M urea. An
affinity column was used to purify the protein, although the quantities produced in E. coli

were very low. The first attempt to transcript this lipase in P. pastoris was not successful.

Enzyme’s activity produced in E. coli was confirmed in the crude extract as in purified
protein. The activity in the crude extract was similar to enzyme products from
Pseudomonas. Initial tests performed with the crude extract indicated that the optimal
activity of this enzyme is associated with high temperatures (over 50°C) and alcaline
pHs. This data shows that this enzyme has biotechnological potential and its
optimization will make it possible to obtain a enzyme with good quality for industrial

processes.
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INTRODUCAQO

1~ INTRODUGAO

1.1 — Uso Industrial das Enzimas

A industria quimica hoje representa um dos maiores setores na economia mundial,
sendo o seu papel predominante nas companhias européias e americanas. Apesar da
industria quimica estar muito evoluida, a criagdo de novas tecnologias para a utilizagdo de
enzimas, incluindo a biocatalise e a engenharia de bioprocessos, permitira o acesso das
industrias a novos segmentos de mercado € novas aplicagdes para produtos analiticos e
sintéticos [1, 2].

As enzimas s&o utilizadas principalmente nos segmentos industriais correspondentes a:
quimica organica, drogas, produtos de limpeza e polimeros, onde se espera um rapido
desenvolvimento tecnoldgico. A biocatalise acumula atualmente 2% do mercado quimico
(US$25 bilhdes por ano) [2].

Para ilustrar o crescente uso das enzimas nos processos industriais a Tabela |, lista os

setores industriais € uma progressao estimada de seu desenvolvimento [2].

Tabela |: Progressao do uso de biocatalizadores na industria quimica (2].

Impacto estimado”™

Setores industriais Hoje Futuro Futuro
_proximo Distante
Organicos + ++ +++
Comidas e aditivos alimenticios +++ +++ +++
Quimica fina + ++ +++
Drogas (antibidticos e intermediarios) ++ ++ ++
Materiais plasticos e sintéticos + ++ ++
Saboes, produtos de limpeza. + ++ ++
Inorganicos - + +
Misto de produtos (industria do papel, processo + + ++
de Oleos, téxteis e adesivos).
Agroquimicos (herbicidas e intermediarios) + + ++

*(+++ muito alta; ++ alta; + moderada e — baixa)

Varias pesquisas para garantir a sustentabilidade de um processo de produgao, com
relacdo a energia, a matéria prima usada, a producdo de dejetos e 0s processos que
estabilizam e asseguram a qualidade de um produto, estdao sendo desenvolvidas onde se
procura melhorar a atividade enzimatica. Esses estudos compreendem desde a selegao de
novas enzimas capazes de substituir processos quimicos ja existentes até o uso de

cristalografia de certas enzimas ou o proteoma de alguns organismos. Estas pesquisas
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refletem numa reducéo dos custos de produgao e contribuem para uma maior competitividade
entre as industrias e os paises produtores dessas tecnologias [1, 3, 4].

Hoje certas aplicagdes enzimaticas em indUstrias quimicas estao bem estabelecidas e,
devido ao atual desenvolvimento, o nimero de processos biocataliticos continuara a aumentar
rapidamente. Podemos observar pela Tabela Il alguns processos da industria quimica que se

tornaram sustentaveis gragas a utilizacao de bioprocessos.

Tabela II: Bioprocessos que aumentaram a sustentabilidade na industria quimica.*

Produto Enzima Comparagdo com processos Companhia
Catalisadora convencionais
Poliéster Lipase Alta qualidade do produto e ndo existe Baxenden
(C. antarctica) processo convencional alternativo
Remocao do perdxido Catalase Processo simpies com alta qualidade e Windel
de hidrogénio de diminuigao na producao de dejetos
Tecidos
Remocéao de ésteres de Fosfolipases Processo simples reducao de 10% a Cereol
acidos graxos producdo de dejetos, reducado de 8% na
de oleos producao de dleo sujo e redugao no uso
de matéria prima.
Remocao de Sulfato redutase Presenga de sulfatos e fluor nos Budel Zink
Sulfatos microbiana despojos liquidos foi muito reduzido.

* Resumida da tabela apresentada por Schmid et a/. (2002)

Ao mesmo tempo em que a industria quimica aumenta o seu interesse pela biocatalise
e processos biotecnoldgicos com menores custos e sendo mais eficientes um grupo de

enzimas se destacou: as lipases [1].

1.2 - Lipases como Biocatalizadoras

No século passado o0 microbiologista Eijkmann descreveu a capacidade de varias
bactérias em produzir e secretar lipases. Quando se tornou aceito que as lipases se
mantinham enzimaticamente ativas em solventes orgénicos, iniciaram-se varios estudos sobre
estas enzimas com o objetivo de torna-las ferramentas para a industria quimica [5].

As lipases (E.C. 3.1.1.3) catalisam tanto a hidrdlise quanto a sintese de ésteres
formados a partir de glicerol e longas cadeias de acidos graxos (Fig. 1) [5, 6]. Essas reagdes
geralmente procedem com alta regidoseletividade e/ou enantioseletividade, uma situagao

muito vantajosa para a industria. A essa propriedade soma-se o fato de que essas enzimas
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podem ser obtidas em grandes quantidades, pois muitos microorganismos superexpressam
elas naturalmente, e elas ndo precisam de cofatores para as suas reacdes. Além disso, muitas
lipases ja tiveram as suas estruturas resolvidas, facilitando consideravelmente o
desenvolvimento de estratégias racionais de engenharia de proteina, visando a melhoria das

caracteristicas especificas da enzima [5, 7].

o
NN NN o
o , o]
)J\/\/\/\ Lipase )J\/\/\/\
o7 +3H,0 == |-on +3 o
OM OH
Triacilglicerol Glicerol Acido Graxo

Figura 1' A acao catalitica das lipases. Um triacilglicerol pode ser hidrolisade formando glicerol e acidos graxos,

ou a reagao contraria (sintese) pode combinar glicerol e acidos graxos formando triacilglicerois [5. 6].

As lipases tambem s&o capazes de realizar outras reagdes de grande importancia para
a industria, como: esterificagéo, transesterificacao (alcodlise e aciddlise), interesterificacéo e
lactonizacao [8]. ’

O uso comercial das lipases compreende uma grande variedade de diferentes
aplicagbes na area de detergentes e na produgéo de ingredientes alimenticios ou mesmo na
fabricagdo de componentes enantiopuros para a industria farmacéutica [6].

Apesar de varias lipases ja serem utilizadas pelos diversos ramos industriais, ainda
existe uma grande pressao para a identificagdo e isolamento de novos genes de lipases e
para a otimizagado das lipases existentes com respeito as propriedades desejadas. Os altos
niveis de produgao de lipase microbiana requerem nio somente um detalhado entendimento
dos mecanismos moleculares que governam sua secrecdo e estrutura, como também
metodos eficientes de super-expressao dos genes correspondentes, o que pode ser obtido
com o uso das ferramentas de biologia molecular [5, 6].

Algumas caracteristicas, como os efeitos da temperatura e de solventes organicos
podem afetar a atividade e a seletividade das lipases [9]. Cada lipase possui caracteristicas
préprias e um resumo de como pode variar essa seletividade, dependendo da origem da

lipase, € demonstrado na Tabela lll.
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Tabela lil: Caracteristica que influenciam na atividade da lipase [9]

Peso molecular Pode variar de 20 a 200KDa
pH de atuacéao Pode variar de 4.0a 9.0
Bactérias 7.0
Leveduras 50a6.0
Fungos 40a70
Temperatura de Atividade Varia de 25°C a 70°C
Tipos de Especificidade Lipases sem especificidade definida

Especificas para a ligagdo 1,3
Especificas ao tipo certo de acido
Graxo

Recentemente muitas lipases tiveram suas estruturas tridimensionais resolvidas. As
primeiras foram a lipase produzida pelo fungo Rhizomucor miehei e a lipase pancreatica
humana, cujas estruturas foram determinadas em 1990. Desde entao, novas estruturas foram
determinadas, sendo todas de origem microbiana [6, 10].

Com estes estudos foi possivel se determinar uma estrutura, denominada, o/p-
hidrolase, presente em todas as lipases, além de se obter um maior entendimento no modo de
acao das lipases sobre os substratos, inclusive sobre a sua ativagao na interface oleo-agua
[11-13].

A partir das comparacdes entre as estruturas tridimensionais e a atividade das diversas
lipases Arpigny e colaboradores (1999) desenvolveram uma classificacdo das lipases mais
importantes ja descritas. Nesse estudo foram analisadas 53 seqéncias de lipases bacterianas
e esterases, as quais foram classificadas de acordo com a conservacgdo das seqiéncias
motivos (sitios ativos) e propriedades biologicas. As informacoes relevantes foram extraidas
dos estudos das estruturas tridimensionais, dando uma compreensao para efetuar as

comparacoes (Tabela IV) [14].
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Tabela IV: Classificacdo das lipases de acordo com similaridade e estrutura (&rpigny, J. L. 1998)

Sirnilaridade(%)

Subfamiia E:zpétie produtora de lipase Acesso Familia Suhtamilia Fropriedades
1 Pscudomanas aeruginosa {LipAl* D50587 10¢ Lipases verdadeiras
Pseudomanas fluorescens C9 AFQ31228 98
Vibrio cholerae X16945 57
Pseudomonas aeruginosa {LipC) u75975 51
Acinetobacter calcoacelcus X80800 43
Pseudomonas frag/ X14033 40
Pseudomonas wisconsinensis U88g07 38
Proteus vulgaris 133845 38
2 Burkholdera glumae® X70354 35 100
Chromobacterium wiscosum* Q05488 35 100
Burkhoideria cepacia* M58404 33 78
Pseudomonas lutecia AF0S0153 33 77
3 Pseudomenas fluorescens SIKW1 D114585 14 100
Serratia marcescens D13253 15 51
4 Bacidius subtirs (LipA)® M7401C 18 100
Bacilus purmiius A34992 13 80
Bacrilus ficheniformis usssss 13 80
Bacilfus subtifis (LipB) CB9652 17 74
5 GeobacHius stearothermophiius L1 U78785 15 100
Geobacillus stearothermophilus P1 AF237623 15 94
Geobaciflus thermocatenulatus X9530¢9 14 34
Geopaciius thermoleovorans AF134B40 14 82
3] Staphylococcus aureus M12715 14 100
Staphylococcus haemaiyircus AFQ589328 15 45
Staphylococcus epidermids AF050142 13 44
Sraphyloceccus hyicus X02844 15 36 Fa gfohpa ses
Staphytococcus rylosus AF20822%5 14 36
Staphylococcus warneri AF208033 12 36
7 Fropicnibacterium acnes X88255 14 100G
Streptomyces cinnamoneus usooes 14 50

* Enzima com estrutura 30 resolvida,
Frograma usado para mantar a similiaridade de aminodcidos Megaling (DMNAStarn

Foram entao criadas oito familias de lipases e esterases, sendo que na familia 1 se

encontram as “lipases verdadeiras” e fosfolipases (subfamilia seis). Essa familia € subdividida

em sete subfamilias.

Algumas das lipases representadas na Tabela IV sao utilizadas pela industria em

processos de biocatalise. A Tabela V demonstra algumas dessas utilizacoes.
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Tabela V: Exemplos de Aplicagées Biotecnoldgicas das lipases

Origem Organismo Produtor Aplicacdo Industria que a produz
Biotecnoldgica
Céndida Amano, Biocatalysts, Boehringer,
rugosa Sintese organica Mannheim, Fluka, Genzyme, Sigma
Céndida Boehringer, Mannheim,
Antarctica A/B Sintese organica Novo Nordisk
Fungos Termomyces Boehringer, Mannheim,
lanuginosus Aditivo de detergente Novo Nordisk
Rhizomucor Processamento Novo Nordisk, Amano, Biocatalysts
Miehei alimenticio
Burkholderia Sintese organica Boehringer, Mannheim, Amano,
cepacia Fluca
Pseudomonas Aditivo de detergente Genencor
Bactérias alcaligenes
Pseudomonas Aditivo de detergente Genencor
mendocina
Chromobacterium Sintese organica Asahi, Biocatalysts
viscosum

1.3 — Aplicag¢des Biotecnoldgicas das Lipases

Em 1994 a representacao das lipases no mercado mundial era de apenas 4%, pouco

perto de outras enzimas hidroliticas (proteases e carbohidrases), que eram pelo menos dez

vezes maior. O maior obstaculo para uma maior utilizacdo do potencial das lipases & o custo

dessa enzima [15].

Por essa razao existe uma grande pressao para identificar e isolar novas lipases que

otimizem os processos existentes, melhorar o desempenho de enzimas ja comercializadas e

aprimorar os processos de extragao, purificagao e utilizagdo das mesmas.

As lipases podem ser empregadas em praticamente todos os ramos industriais,, como

apresenta a Tabela VI.
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Tabela VI: Usos potenciais das lipases nos diversos setores da industria quimica.

SETOR INDUSTRIAL

UTILIZACAO

Laticinio

Panificacao

Cervejaria

Molhos

Processamento de carne
Processamento de dleo
Quimica fina
Detergentes
Farmacéutica

Medica

Cosmeética

Couro

Tratamento de residuos

Industria do papel

Hidrolise da gordura do leite
Producao de aromas para seus derivados

Aumento do aroma, da qualidade e da vida de Prateleira

Aumento do aroma
Aceleracao de fermentacao em fungao de lipideos

Aumento da qualidade do ovo pela hidrélise dos lipideos

Desenvolvimento do aroma
Remocao do excesso de gordura
Transesterificacao dos 6lecs
Interesterificacdo de déleos e gorduras
Sintese de esteres;Sintese de aromas e fragrancias; Resolucao de
racematos

Hidrolise de gorduras e 6leos
Digestao de 6leos e gorduras em alimentos
Determinacgao de triglicérides no sangue
Remocao de lipideos
Remocao de lipideos da pele de animais
Decomposicao e remocao de substancias oleosas

Limpeza dos lipideos acumulados durante o processo

Algumas das aplicagdes acima descritas serdo detalhadas nos itens abaixo

relacionados.

1.3.1 Detergentes

A mais importante aplicagao industrial das lipases é sem duvida a sua adi¢ao a
detergentes, o qual pode ser tanto para uso domestico ou em lavanderia industrial como em
maquinas caseiras de lavar pratos.

Em 1995 foi estimada a venda de enzimas por volta de US$30 milhdes, sendo que 30%
correspondem a enzimas usadas em detergentes. E estimado que 1000 toneladas de lipase
sejam adicionadas a aproximadamente 13 bilhdes de toneladas de detergentes produzidos a
cada ano [6, 16]. Em 1994, a Novo Nordisk introduziu a primeira lipase comercial, conhecida
como Lipolase™ originaria do fungo T. lanuginosus e expresso em Aspergillus oryzae. Em

1995, duas lipases bacterianas foram introduzidas — Lumafast™ feita a partir da lipases de
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Pseudomonas mendocina e logo depois a Lipomax™ de Pseudomonas alcaligenes, ambas

produzidas pela Genencor internacional (www.novonordisk.com; www.genencor.com).

Para se conseguir produzir uma lipase comercial para o ramo de detergentes é
necessario a resolucao de alguns desafios proprios desse processo, como:

1- A alta variagao de triglicerideos contidos nas gorduras requer uma lipase com
baixa especificidade por substratos;

2- Para condigbes de lavagem extremas (pHs de 10 a 11 e temperaturas de 30 a
60°C) & necessario uma lipase com alta estabilidade;

3- Devido & presenga de aditivos como desnaturantes, aditivos da linha dos
surfactantes alcil benzeno sulfonados (LAS) e proteases, a lipase deve ser capaz de aglentar
acao proteolitica desses componentes.

A solugdo para esses problemas esta sendo desenvolvida através de continuas
selecdes de novas lipases € 0 uso da engenharia genética para melhorar as propriedades das

lipases ja existentes no mercado.

1.3.2 Polimeros

Biopolimeros como polifenéis, polissacarideos e poliésteres mostram um consideravel
grau de diversidade e complexidade. Hoje em dia esses componentes estdo recebendo cada
vez mais atencao por serem biodegradaveis e produzidos de matéria prima renovavel. Lipases
e esterases sao usadas como catalisadoras para a sintese de polimeros, com a maior

vantagem de serem altamente seletivas sob condi¢des suaves de reagao [5].

1.3.3 Biodiesel

Um meio alternativo de energia para o transporte publico é o chamado Biodiesel, o qual
pode ser produzido quimicamente usando déleo de varias plantas. O combustivel originado de
matéria-prima renovavel reduz consideravelmente a producao de oxido sulfurico. A conversao
de 6leos vegetais para metil- e outros ésteres (alcoois) de cadeia curta pode ser catalisado em
uma simples reacao de transesterificagdo usando lipase em solventes organicos. Mas, por
enquanto a producgdo industrial € inviavel, pois o preco de obtengdo da lipase € ainda muito
alto [17].
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Muitos estudos ainda estdo surgindo sobre esse novo tipo de combustivel e sobre a

sua utilizacao e obtengéo de maneira mais econémica.

1.3.4 Sintese de Quimicos Finos

O principal problema na cadeia de sintese para terapéuticos, agroquimicos, aromas e
oleos especiais esta nos complexos componentes quirais, os quais sao dificeis de sintetizar
por meétodos quimicos convencionais [18], dessa forma, somente uma de duas drogas
enantioméricas € funcional para o uso farmacéutico e agro-industrial, tornando a sintese de
produtos enantiopuros 0 maior desafio dessas industrias. Essa € a maior razao para a
expansao dramatica da biocatalise, tendo os estudos sobre as lipases como a vanguarda
desse desenvolvimento [5, 18], pois um dos mais excitantes aspectos das lipases é a sua
capacidade de catalisar reagdes com enantioseletividade em escala industrial.

Existe dois tipos basicos de enantioseletividade responsaveis por transformagdes
organicas catalisadas por lipases [6]: rea¢des de substratos proquirais o que consiste em
reacdes com componentes nao quirais, mas que geram moléculas quirais ou estereogénicas e
a resolucao cinética de racematos, o que significa a separagéao dos componentes quirais de
uma mistura de enantiomeros. |

As lipases tipicamente utilizadas como catalisadoras sao as produzidas pelas bactérias
P. aeruginosa, P. fluerescens e outras espécies de Pseudomonas, Burkholderia cepacia, C.
viscosum, Bacillus subtilis, Achromobacter sp., Alcaligenes sp., e Serratia marcescens, assim
como dos fungos Candida Antarctica e C. rugosa [6].

No entanto, apesar do grande numero de publicagbes nessa area, 0 numero de
processos industriais baseados em lipases catalisando reagdes de enantioseletividade ainda &
limitado. Em geral os problemas incluem: Insuficiente enantioseletividade; Atividade
enzimatica limitada (baixa estabilidade); Dificuldades na reciclagem da lipase; Limitagbes
praticas inerentes da resolugdo cinética pelo fato de que o maximo possivel de conversao &
de 50% [6, 19].

1.3.5 Lipases na Industria de Alimentos
Na industria de alimentos as lipases se tornaram uma parte essencial. O seu uso pode

ser observado na produgdo de aromas para queijos e seus derivados, na produgao de sucos
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de frutas, comidas pré-cozidas e na fermentagdo de vegetais para o enriquecimento de
produtos lacteos.

Oleos, gorduras e componentes aliados aos 6leos s30 os alvos para a tecnologia dos
alimentos. Durante a estocagem ocorrem mudangas nos alimentos, € a mais importante é a
degradagao dos lipideos pelas lipases, essa degradacao € responsavel pela formacéo dos
aromas desses alimentos. Esse aspecto é explorado pelas industrias de alimentos pelo uso de
lipases comerciais especificas para degradar os lipideos desejados e produzir aromas mais

agradaveis [20].

1.4 Bactéria Xylella Fastidiosa

O primeiro genoma seqlenciado no Brasil foi o da bactéria fitopatogénica Xylella
fastidiosa [21]. Esse projeto além de seqUénciar todo o genoma dessa bactéria, utilizou
programas de bioinformatica para identificar ORFs (regides codificantes para provaveis
proteinas) em seu genoma. Dentre as varias ORFs identificadas trés apresentaram alta
similaridade com genes de lipases de outros organismos. Em especial uma delas identificada
no enderego eletronico da FAPESP (http://aeg.ibi.ic.unicamp.br/xf) como ORF_XF1181

apresentou similaridade com lipases das bactérias Pseudomonas sp., despertando um grande

interesse pelo possivel uso biotecnologico dessa provavel proteina.

1.5 Lipases das espécies de Pseudomonas sp

As bactérias produzem diferentes classes de enzimas lipoliticas, incluindo
carboxiesterases como lipases e esterases. Dessas enzimas lipoliticas, as lipases bacterianas
recebem uma atengao especial por dois grandes motivos: sdo importantes como fatores de
viruléncia produzidos por bactérias patogénicas e sdo a mais importante categoria de
biocatalisadores [22].

Isso € aplicado principalmente as lipases produzidas pelas bactérias do género
Pseudomonas. Esse género de bactéria teve suas lipases intensamente estudadas, clonadas
e caracterizadas e sao as mais utilizadas na industria [23-26].

Os estudos mais recentes que utilizam a caracterizagao tridimensional dessas lipases

tém trazido novos conhecimentos sobre as suas fungdes e propriedades e tem ajudado na
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compreensao de como as lipases sao secretadas e se tornam ativas, assim como sobre a sua
ativacao interfacial [22].

Uma das caracteristicas que tornou as lipases de Pseudomonas muito atrativas € a sua
termoestabilidade. Essa caracteristica foi observada ha muitos anos atras, quando se
reconheceu que a deterioragao do leite era causada pela atividade de uma lipase termo-
resistente produzida por diferentes espécies psicotroficas (resistentes ao frio) de
Pseudomonas [27]. Outras caracteristicas das lipases produzidas pelas Pseudomonas se
tornaram conhecidas atraves dos estudos dos agentes de deteriora¢do do leite, como a sua
tendéncia por atividade 6tima em pHs alcalinos, € sua atividade mesmo em baixas
quantidades de agua, sendo que algumas sao capazes de degradar até mesmo leite em pd
[28].

Lipases de diferentes espécies que foram purificadas e caracterizadas bioquimicamente
apresentaram diferencas quanto a temperatura, pHs, peso molecular e presenca de
agregados lipopolissacarideos durante a secre¢ao[14, 27].

A maioria das lipases produzidas por espécies de Pseudomonas é secretada para o
meio externo. A bactéria P. fluorescens, no entanto, & uma excegao, pois produz dois tipos de
lipases, sendo que uma delas é provavelmente citoplasmatica, ou sua atividade extracelular
nao é detectavel [29]. O estudo dessas duas lipases demonstrou que elas sao diferentes em
suas caracteristicas. A extracelular pertence ao grupo 1.2 da subfamilia | enquanto a
citoplasmatica pertence ao grupo {.1 da subfamilia |, segundo a classificagao apresentada por
Arpigny e colaboradores (1999) (Tabela V).

Nas bactérias Gram-negativas como as do género Pseudomonas, existem pelo menos

trés meios de se secretar lipases para o meio externo (Figura 2) [22].
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Figura 2: Meios de secrecao de lipase utilizados pelas bactérias Gram-negativas do genero Pseudomonas [22].

No mecanismo de secregdo chamado ABC-transportador existem trés proteinas que
cooperam com a secre¢do da lipase. A lipase secretada pela bactéria P. fluorescens € um
exemplo desse mecanismo. A primeira proteina (ABC — ATP- “binding” cassete) é responsavel
pela ligagdo da lipase a membraha interna da célula, a segunda (MFP — “membrane-fusion-
protein”) faz a ligacdo entre a membrana interna e a externa e a terceira (OMP — “Outer
membrane protein”) libera a lipase para o meio externo ja na sua conformagdo madura [30].

O segundo tipo de secregdo, chamado Secrecdo-Mediada ainda € um mecanismo
pouco estudado e cujo processo ainda é desconhecido. O que se sabe é que existe uma
proteina chamada Lif (‘Lipase-specific-foldase”) responsavel pela maturacdo da lipase e €
aceito que essa maturagdo acontece no periplasma, antes do seu transporte atraves da
membrana para fora da célula. A proteina Lif & codificada em um operon com sua lipase
relacionada, como identificado em estudos com a lipase de P. aeruginosa, P. wisconsinensis,
B. cepacia, B. glumae, A. callcoaceticus e V. cholerae [5, 22, 31, 32].

O terceiro tipo € independente de transportador pois a lipase possui um dominio na
extremidade C-terminal fazendo com que ela consiga se auto transportar para o meio externo
da célula. Essas enzimas possuem, geralmente, um sitio ativo caracteristico chamado GDSL

como descrito para a proteina lipolitica EstA [33].

12
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Esses auto transportadores formam poros como canais que se inserem na membrana
externa por um mecanismo ainda desconhecido. Todas as proteinas conhecidas como auto
transportadoras s&o originarias de bactérias patogénicas e embora elas exibam diferentes
atividades localizadas na extremidade N-terminal todas elas tem sido sugeridas como fatores
de viruléncia dessas bactérias [33].

Esse mecanismo de secrecdo € o mais simples e mais desejado método de secrecao
para uma lipase, pois ndo envolve proteinas que devam se acoplar a ela e permitir a sua
secrecao, fazendo com que seja mais apropriada para producdo heteréloga utilizando
potentes promotores.

As enzimas produzidas pelas Pseudomonas tém encontrado aplicacdo em varios
processos como o uso em detergentes, glicerdlise de gorduras e oOleos, esterificacao,
resolucdo quiral e sintese de acrilatos [34] e foram incluidas nas classes |.1 e 1.2 da subfamilia
| da classificagdo de Arpigny e colaboradores (1999) (Tabela 1V), sendo que varios trabalhos

descrevem suas aplicagdes e estudos relacionados [5, 9, 27, 35, 36].

1.6 Expressao Heteréloga de Proteinas

A tecnologia do DNA recombinante possibilitou a obtencdo de organismos com
caracteristicas novas ou nao encontradas na natureza, o que permitiu uma nova alternativa
para o melhoramento genético de espécies de valor biotecnolégico [37].

Desse modo, células de bactérias, leveduras e mesmo eucariontes superiores como
plantas puderam ser programadas para a expressdo de genes exogenos, abrindo a
perspectiva de produgdo nestes organismos de polipeptidios de interesse. A utilizacido de
microrganismos modificados geneticamente, capazes de sintetizar proteinas em grande
quantidade, apresenta, sob o ponto de vista econémico, uma vantagem consideravel em
relacao aos processos classicos de produgéo [38].

As técnicas para a introdug@o e expressao exogena de genes sao fundamentais para o
desenvolvimento de qualquer organismo para esse propodsito. A bactéria E. coli e a levedura
(eucarioto) Saccharomyces cerevisiae foram os primeiros exemplos de organismos usados
para esse proposito [37, 39, 40].

O uso da bactéria E. coli se tornou estabelecido, porém, além da S. cerevisiae outras

leveduras como as leveduras metilotroficas, em especial a levedura Pichia pastoris se
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mostraram muito promissoras na produgao heteréloga das proteinas [40]. A lipase tanto de
bactérias, como a Pseudomonas sp. como de varios fungos & produzida utilizando esses
sistemas. A sua produgdo em larga escala garante o seu uso nos diferentes setores
industriais, pois, reduz consideravelmente o preco dessa enzima, tornando-se um fator

diferencial no custo final do produto.

1.6.1 Bactérias como hospedeiras

A partir do descobrimento das ferramentas para a manipulagao do DNA, por volta dos
anos 60, a expressao de genes em E. coli se tornou conhecida como a técnica chave para o
entendimento dos processos moleculares. O conhecimento de sua biologia, fisiologia e
genética fez da E. coli um hospedeiro de sucesso para a producéo de varias proteinas através
da bioengenharia desse organismo [37].

Nos ultimos anos, muitos vetores para E. coli tém sido construidos com diversas
finalidades, entre essas, a clonagem de cDNAs, de fragmentos de DNA amplificados por PCR,
transcrigao in vitro e para a expressao e produgao de proteinas heterélogas.

O Sistema pET de expressao (Novagen) € um dos mais poderosos desenvolvidos para
a clonagem e expressao de proteinas recombinantes em E.coli [41]. Baseado no sistema
dirigido pelo promotor T7 originalmente desenvolvido por Studier e colaboradores (1990), o
sistema pET foi ampliado com a inclusao de varios novos tipos de vetores e novas linhagens
de E. coli como hospedeiras e muitos outros produtos designados para detecgao e purificacdo
eficiente das proteinas de interesse [41, 42].

Ao contrario dos sistemas baseados em promotores de E. coli (como lac, tac) o sistema
pET usa o promotor do bacteriéfago T7 para a expressao direta dos genes de interesse. Ja
que a RNA polimerase de E. coli ndo reconhece o promotor T7, ndo ha virtualmente nenhum
transcrito formado na auséncia da RNA polimerase T7 e o passo da clonagem se torna
totalmente independente da expressao [41, 43].

Em alguns casos porém a produgao de proteinas em E. coli nao se da adequadamente
e as quantidades previstas de proteinas nao sao alcancadas, impedindo o seu estudo ou
mesmo a sua utilizagao industrial. Esses motivos levaram ao uso das leveduras como
organismos opcionais para a produgao heterologa de proteinas que nao conseguiram ser

produzidas em E. coli.
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1.6.2 Leveduras como hospedeiras

A facilidade da sua manipulacdo genética e seu conhecido uso como organismo
industrial levou ao estabelecimento da levedura S. cerevisiae como o melhor hospedeiro
eucarioto para a expressao de gene recombinantes [39, 44].

Varios promotores fortes, muitos dos quais, originados da via metabolica da glicose,
foram estudados e implementados para o uso em expressao [39]. Muitas proteinas
recombinantes, geralmente expressas em organismos heterologos, sao produzidas em
Saccharomyces [39, 44, 45], porém algumas limitagbes, também foram encontradas nesse
sistema, o que levou aos estudos das leveduras metilotréficas.

Somente algumas espécies de leveduras sdo capazes de metabolizar metanol como
fonte de carbono e energia, essas leveduras pertencem aos géneros, Candida, Torulopsis,
Hansenula e Pichia. Dessas a mais conhecida e utilizada é a levedura Pichia pastoris [39, 46].
O fato de crescer até altas densidades celulares em um meio de cultura de baixo custo levou a
empresa Phillips Petroleum Company a propor o uso dessa levedura como fonte de alimento
("single cell protein" - SCP) [47]. ApOs constatar que o processo de produgao de SCP era
inviavel economicamente, a empresa decidiu transformar P. pastoris em um sistema de
producao de proteinas recombinahtes.

A principal caracteristica que tornou a levedura P. pastoris uma atraente hospedeira
para a producao de proteinas heterologas foi a presenca de um forte promotor usado para
transcrever genes heterdlogos, o qual & derivado do gene da alcool oxidase (AOX1) de P.
pastoris (44, 47, 48]. Esse promotor é regulado transcricionalmente por metanol, um indutor
relativamente barato. Em células expostas a metanol como unica fonte de carbono, o inicio da
transcricdo no promotor AOX1 é altamente eficiente e comparavel aos promotores derivados
dos genes altamente expressos da via glicolitica. No entanto, ao contrario dos promotores
glicoliticos, o promotor AOX1 é fortemente reprimido sob condi¢cbes de crescimento sem
metanol [44-48].

A proteina produzida pela via metabdlica do metanol € encaminhada para os
peroxissomos, sendo que sob indugao mais de 80% do volume celular € ocupado por
peroxissomos [49]. Isso significa que a proteina heterdloga sera produzida a taxas que vao de
30 a 60% da proteina total da célula[44, 45].
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Varios genes de diferentes procedéncias (bactérias, fungos, invertebrados , plantas e
humanos) ja foram expressos em P. pastoris sob o controle do promotor AOX1[47]. Os
vetores de expressao em P. pastoris sdo geralmente do tipo integrativo. Esses vetores
possuem um cassete de expressdo formado pelo promotor e pela regido terminadora de
transcricdo do gene AOX1 além de uma marca de selegdo, sendo a mais utilizada o gene
histidinol desidrogenase (H/S4) de P. pastoris. Essa marca permite a selecdo de
transformantes prototroficos his™ a partir de uma linhagem hospedeira his4. A maioria dos
genes expressos tiveram seus produtos secretados para o meio extracelular utilizando
peptideo sinais, como o fator o de Saccharomyces ou o peptideo sinal da fosfatase acida

(PHOT) de Pichia, expressos na frente do gene de interesse [47].
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2 - OBJETIVOS

Este projeto teve por objetivo geral verificar a atividade lipolitica de um gene putativo de
lipase de Xylella fastidiosa neste trabalho denominado lipXF1 (ORF XF1181, NCBI! number GI:
15837783), avaliando o seu potencial biotecnolégico.

Os objetivos especificos foram:

1 - Clonagem do gene lipXF1 de X. fastidiosa em vetores de expresséao de E. coli .

2 - Expressao e purificagao da lipase de X. fastidiosa em E. coli para a avaliacdo da sua
atividade lipolitica.

3 - Clonagem em um cassete de expressado contendo o gene da lipase sob regulacao

do promotor: pAOX em P. pastoris e verificagdo de sua expressao.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Linhagens de bactérias e leveduras utilizadas

A X. fastidiosa selvagem da linhagem XF9a5c foi cedida pelo professor Marcos
Machado do IAC — Cordeiropolis. A linhagem E. coli DH10b, foi utilizada para as diversas
clonagens e multiplicagdo de plasmideos. A linhagem E. coli BL21(DE3) foi utilizada para a
expressao da lipase de X. Fastidiosa. A linhagem P. pastoris GS115, cedida gentiimente pela
professora Lidia Moraes da Universidade de Brasilia, foi utilizada na produgao heterologa de

lipase em levedura.

3.2 — Meios de cultura

Meios de cultura para leveduras

YPD - meio completo [50]: 1% de extrato de levedura (yeast extract); 2% de peptona;
e 2% de dextrose; 2% de agar para meio sélido.

YNB - meio minimo [50]: 1 ou 2% de glicose; 0,125% de mistura de aminoacidos (sem
Histidina); 1,34% de YNB (Yeast Nitrogen Base — without amino acids); 2% de agar para meio
sélido.

YNB - meio minimo modificando — troca-se a glicose por outras fontes de carbono ,

MM - meio minimo metanol com1% de metanol

BMG — meio minimo glicerol com 1% glicerol

Meios de cultura para bactérias
LB [51]. 1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,5% de NaCl; utilizando para a
selecao o antibidtico ampicilina (50 pg/ml), tanto para DH10b como para BL21 (DE3).

3.3 Plasmideos e oligonucleotideos utilizados
1. pGEM-T Easy (Promega, EUA) — de 3 kb. Este plasmideo contém marca de selegao

AmpR, permite manipulacdo em E. coli (mapa 1).
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2. pET-32a(+) (Novagen, EUA) - clonagem e expressao da lipase de X. fastidiosa em E.

coli (Mapa2).
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O vetor pET32a(+) é um dos varios que compdem o grupo dos vetores pET
desenvolvidos pela Novagen. O Mapa 2 apresenta a representagao grafica do vetor
pET32a(+) e seus sitios de corte com enzimas de restricdo assim como as principais
seqiéncias que ele carrega.

Este plasmideo possui diferentes seqiiéncias adjacentes ao sitio da clonagem que
codificam para peptideos (tags) que facilitam o posterior trabalho com a proteina, em especial

a sequéncia His-Tag que facilita a purificagdo da proteina por cromatografia de afinidade a
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metais e a Trx-Tag constituida por 109 aminoacidos da tioredoxina de E. coli. Esta proteina
estd envolvida em uma ampla variedade de fungdes celulares, como a redugdo de pontes
dissulfetos e intervém no metabolismo do sulfato, usado como cofator para a DNA polimerase
do fago T7. A tioredoxina (Trx) tem sido expressa como proteina extremamente soluvel no
citoplasma de E.coli, aspeto este, usado para tentar facilitar a solubilidade de proteinas
heterélogas fusionadas a Trx.

A expressdo das proteinas é induzida por isopropil-B-D-thiogalactopiranosideo (IPTG)
ou pelo uso da lactose. O IPTG é um tiogalactosideo que age como um indutor gratuito do
promotor /ac, ou seja, induz a expressao da proteina, mas ndo é metabolisado na ceélula.
Tanto a célula hospedeira quanto o vetor estao sintetizando moléculas represoras, codificadas
por lac I, que vao se ligar ao sitio operador para impedir a transcricdo da T7 RNA polimerase
(no fago ADE3) e da proteina heterdloga (no vetor). Na presenga de IPTG, a molécula
repressora fica inativa e incapaz de se ligar ao operador, permitindo a transcrigdo dos genes

sob o controle do promotor T7.

3. pPICOK (Invitrogen, EUA) contendo o promotor AOX para clonagem e expressao em

P. pastoris (Mapa3).

Mapa 3:

20
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O vetor pPIC9k desenvolvido e patenteado pela empresa Invitrogen € um dos mais
utilizados para clonagem em P. pastoris [47, 52].

O gene de interesse é clonado na regido do cassete de expressdao em um dos sitios de
clonagem que se localizam logo apos o sinal de secregdo, nesse caso, o peptideo sinal do
fator o de S. cerevisiae. O cassete de expressao € liberado pela digestdo do plasmideo com a
enzima de restricdo Bg/ll e uma cepa his4 de P. pastoris é transformada por eletroporagéo o
DNA linearizado pode gerar transformantes estaveis quando se integra no genoma por
recombinagdo homologa, sendo que o cassete de expressdo pode se integrar varias vezes no
locus AOX1, o que pode ser confirmado por analise de Southern blotting [47, 52, 53].

A amplificagao do gene de lipase de X. fastidiosa lipXF1 foi realizada por reacdes de
PCR utilizando-se os oligonucleotideos listados na Tabela VI, para clonagem em E. coli e em

levedura.

Tabela VIil: Sequéncia dos oligonucleotideos para a amplificacao da lipase de X, fastidiosa, incluindo os sitios de

restricao para a clonagem.

Nome* Seqiiéncia (5°-37) Tamanho(pb) Enzima de Restrigao
XF-PréLipF GGA ATT CAT GAG AAT CAT TTC CTT AG 26 EcoRl
XF-PréLipR CCG CTC GAG TCA AAG ACCCTG CATTTT C 28 Xhol

LipXF-NotIR TGC GGC CGC TCA AAG ACCCTG CATTTITC 28 Notl

* A sequéncia XF-PreLipF foi utilizada tanto na clonagem em E. coli como em P. pastoris, sendo a sequéncia XF-

PréLipR exclusiva de E. coli e LipXF-Not1R exclusiva de P.pastoris.

3.4 — Obtencao do DNA gendmico de Xylella fastidiosa

A extragao foi efetuada utilizando-se uma cultura com crescimento saturado em meio
de cultura liquido. 1,5 ml dessa cultura foi centrifugado a 10.000 rpm durante 2 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado celular foi ressuspendido em 567uL de TE através
de repetidas pipetagens. Adicionou-se 30uL de SDS 10% ( concentracgao final de 0,5%) e 3 uL
de proteinase K 20mg/mi (concentragao final de 100 ug/ml) e a mistura foi incubada a 37°C
por 1 h. Adicionou-se 100ul. de NaCl 5M e 80uL de CTAB 10% e misturou-se bem para
incubar a 65°C durante 10 minutos. Adicionou-se 700 a 800uL de cloroformio/alcool isoamilico
(24:1 respectivamente), misturou-se invertendo o tubo 80 vezes e centrifugou-se a 10.000 rpm

durante 5 minutos. Removeu-se a fase superior para outro eppendorf sem mexer com a
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interface e Adicionou-se igual volume de fenol: cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1,
respectivamente). Mistura-se vigorosamente e centrifuga-se a 10.000 rpm durante 5 minutos.

Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo e adicionou-se 0,6V de isopropanol ou 2V
de etanol 100%, misturando-se por inversao do tubo e acondicionou-se a =20 °C durante 2
horas ou a —80 °C durante 20 minutos. Centrifugou-se a 12.000 rpm durante 5 minutos em
temperatura ambiente.

Ao fim do processo descartou-se o sobrenadante e o precipitado contendo o DNA foi
lavado com 600uL de etanol 70%. Centrifuga-se a 12.000 rpm durante 5 minutos em
temperatura ambiente. Removeu-se cuidadosamente o sobrenadante e nova lavagem ¢ feita
com 300uL de etanol 100% e centrifugando-se a 12.000rpm durante 5 minutos a temperatura

ambiente. Secou-se o precipitado e ressuspendeu-se em 50uL de TE contendo RNAse.

3.5 — Clonagem do gene lipXF1 em E. coli

As manipulagdes corriqueiras de DNA foram feitas seguindo Ausubel e colaboradores
(2001). O isolamento e purificagdo dos fragmentos de DNA a partir de géis de agarose
seguiram o protocolo Glass Max (Gibco BRL) ou foi utilizado o kit de extragao concert (Concert

rapid gel extration system — GibcoBRL — Life Technologies).

3.6 — Transformacao

As transformacgdes das linhagens de levedura e de bactérias foram realizadas por
eletroporagdo segundo o protocolo que acompanha o equipamento Micro Pulser
Eletroporation Apparatus (BioRad).

A eletroporacao consiste em se aplicar um pulso elétrico de alta voltagem por fracdes
de segundos ao meio contendo as bactérias ou leveduras mais o vetor que se quer introduzir
nesses organismos. Esse pulso elétrico produz poros na membrana das células o que permite
a entrada do DNA. [50, 54]. No caso de E. coli o pulso é de 1,8 KV e em P. Pastoris € de 2,0
KV ambos nao apresentam uma constante de tempo em milisegundos da aplicagao dos

pulsos.



MATERIAIS E METODOS

3.7 — Seqgiiénciamento

Para o sequenciamento foi utilizado kit Bigdye terminator (Perkin Elmer). E o
sequenciador automatico ABl Prism 377-36 (Applied Biosystens).

O sequenciamento partiu de DNA plasmideal utilizando os oligonucleotideos
especificos para a amplificacdo.A analise das sequéncias foram feitas por alinhamento com a

sequéncia original de X. fastidiosa e contra o banco de dados do NCBI utilizando os

programas Blastx, Blastp e Blastn (www.ncbi.nim.nih.gov).

3.8 — Comparacao da seqiliéncia de lipase de X. fastidiosa

Para a comparacao da sequéncia de DNA de X fastidiosa contra outras lipases e

analise dos sitios ativos foi utilizado o programa Clustal W (http://www.es.embnet.org/cqi-

bin/clustal.cgi) e as lipases dos microorganismos descritas no trabalho de Arpigny e

colaboradores (1999). Também foram utilizados os programas ipSORT e pSORT
(http://psort.nibb.ac.jp/), assim como o programa pFAM (http://pfam.wustl.edu/index.html) para

a analise da existéncia de peptideo sinal e dos dominios de atividade.

3.9 — Clonagem do gene lipXF1 no vetor de expressao pET32a em E. coli

Apos a extracao e amplificagdo do gene lipXF1, de X. fastidiosa, este foi isolado em gel
de agarose 0,8%, e o fragmento correspondente ao tamanho desejado foi purificado utilizando
o kit Concert de extracao de gel (GibcoBRL). Apés a purificagao o inserto foi clivado utilizando
as enzimas de restricao EcoRI e Xhol, seguindo as instrugdes do produtor para cada enzima.
O vetor pET32a também foi clivado com as mesmas enzimas de restricdo. O gene foi inserido
no vetor pPIC9k através de reacdo de ligacao utilizando a enzima T4 DNA ligase, segundo
orientagdo do fabricante. Os plasmideos recombinantes foram transformados por
eletroporacdo em células competentes E. coli DH10b. Os transformantes foram selecionados
em meio de cultura LB sdélido contendo ampicilina (150ug/ml).

Alguns clones foram selecionados e o vetor extraido para sequenciamento e
confirmacao do inserto. Os clones positivos foram utilizados na transformagéo de linhagens de
E. coliBL21.

3.10 — Clonagem do gene lipXF1 no vetor de expressao Ppic9k em P. pastoris

(2]
(3]
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Apods a extracao e amplificagéo do gene lipXF1, de X. fastidiosa, este foi isolado em gel
de agarose 0,8%, e o fragmento correspondente ao tamanho desejado foi purificado utilizando
o kit Concert de extracao de gel (GibcoBRL). Apds a purificacao o DNA foi inserido no
plasmideo pGEM-T (Promega, USA) utilizando o Kit pPGEM-T Easy Vector System | (Promega,
USA). A ligagao obtida foi entao transformada em células competentes E. coli DH10b, pelo
metodo de eletroporagao. As bactérias que continham os plasmideos recombinantes foram
selecionadas em meio LB contendo Ampicilina (150ug/ml), X-Gal (0,025ug/ul) e IPTG
(0,2ug/ul), segundo Sambrook e colaboradores (1989).

Os vetores pGEM-T-lipXF1 positivos foram extraidos e seqiienciados. Apenas um clone
foi, entao, selecionado e utilizado para a construgao com pPIC9k.

O vetor pGEM-T-lipXF1 selecionado foi entdo, clivado com as enzimas de restricao
EcoR!l e Notl (segundo a instrucao do fabricante de cada enzima). Os insertos foram
recuperados através de eletroforese e nova purificagéo utilizando o Kit Concert (GibcoBRL). O
vetor pPICSk foi clivado pelas mesmas enzimas de restricdo. O gene foi inserido no vetor
pPIC9k através de reagao de ligagao utilizando a enzima T4 DNA ligase, segundo orientacao
do fabricante. Os plasmideos recombinantes foram transformados em células competentes E.
coli DH10b. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura LB sdélido contendo
Ampicilina (150ug/mi).

Alguns clones positivos tiveram seu DNA plasmideal extraido e seqienciado. Foram

escolhidos 2 clones para a transformacao das leveduras GS115.

3.11 — Inducao da Expressao em E. coli

Para a expressao do gene que codifica a lipase de X. fastidiosa em E. coli foi utilizado o
sistema pET de expressado de proteinas heterdlogas com proteina de fusdo, seguindo-se as
instrucdes de indugdo e manipulacdo do fabricante do sistema (Novagen, USA). Para a
inducdo da expressdo do gene da lipase de X. fastidiosa em P. pastoris seguiu-se as
indicacdes contidas no manual do vetor pPIC9k (Invitrogen, USA).

Para a inducdo em E. coli um pré-indculo, contendo ampicilina (150ug/mi), é preparado
previamente e deixado crescer “overnight” a 37°C a 300rpm. No dia seguinte uma nova cultura
é iniciada com O.D.go de 0,1. Essa cultura é deixada crescer (37°C e 300rpm) até atingir

0.D.g00 de 0,6 quando & adicionado IPTG 1mM ou 1% de lactose o que induz o promotor T7
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do vetor pET32a a produzir o gene e a expressar a proteina de interesse. Essa cultura é
deixada nessas condigbes por 4 horas quando entdo é centrifugada e o precipitado pode ser
sonicado para a obtencao da proteina de interesse.

Na levedura a indugéo é feita pelo metanol no meio de cultura. Um pré-indéculo é feito
utilizando-se meio YNB e deixado crescer “overnight” a 30°C a 300 rpm. No dia seguinte uma
cultura nova é iniciada em meio BMG (glicerol) com O.D g iniciando em 0,1 a 30°C e 300
rom. Essa cultura & deixada crescer até O.D.goo de 0,6 quando é centrifugada (6000 rpm por
10 minutos) em tubos estéreis e lavada com agua e uma nova centrifugacao (6000 rpm por 10
minutos) € feita para se peletar as células que, entdo, sao ressuspendidas em meio MM

(metanol) que induz o promotor AOX e a produgao do gene de interesse.

3.12 — Teste de Atividade da lipase

Os testes de atividade foram realizados quantificando-se a hidrélise do azeite de oliva

comercial (Galo) pela enzima lipase produzida heterologamente, utilizando como controle
positivo a lipase purificada de Pseudomonas fluorescens (Aldrich) e como controles negativos
0s extratos dos controles que nao expressam a enzima clonada e o tamp&o onde a enzima foi
ressuspendida, assim como 0s pr6prios extratos protéicos induzidos e paralizados antes do
tempo de reacgao.

Em erlenmeyers de 125ml foram adicionados 9ml de tampao fosfato de potassio 0,1M
pH7.0, Tml de dleo de oliva comercial (galo) e 10 pérolas de vidro. A esse sistema foi
acrescentado 1mi de tampao fosfato de sédio 0,1M pH7,5 contendo a enzima lipase purificada
ou o precipitado obtido com a sonicagao e centrifugacao (14000 rpm, 30 minutos) de 50ml de
meio de cultura induzido como descrito na segao 3.2.8. O sistema é incubado a 37°C por 30
minutos, com agitagao que pode variar de 150 a 200 rpm.

Apds a incubagao a reacado foi paralizada pela adicdo de 15 ml de solugéo
acetona:etanol 1:1 vol/vol e os acidos graxos liberados acidificam o meio. Essas moléculas de
acido sao tituladas contra solugao de NaOH 0.01N utilizando-se fenolftaleina 1% em etanol
como indicador. A mudanca de cor da fenoftaleina ocorre em pH 7,0, quando a neutralidade &
atingida. Portanto, a quantidade de moléculas de NaOH adicionada €& proporcional a
quantidade de moléculas de acido graxos liberados. O calculo da atividade foi feito seguindo-

se a formula: uMol/min =M * A * 1000/ T * P
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M= molaridade do NaOH ( neste teste é de 0,05)
A = diferenga de valor na titulagao entre o controle e o teste
T =tempo de reacdo em minutos

P = peso da enzima (em mg) ou volume (em ml) utilizado.

3.13 - Determinacio do pH e temperatura de atuacdo da lipase de X. fastidiosa

Foram preparadas solugbes tampbes nos seguintes valores: Tamp&o fosfato de
potassio 0,1M pH7.0, 8.0 e tampao tris-HCI| 0,1M pH 9.0.

Em Erlenmayers de 125ml foram preparados sistemas de reacéo contendo 5 ml de
emulsdo goma arabica 7% (preparada em agua) e 6leo de oliva na proporcéao de 75%:25%
respectivamente, 5 ml da cada solugao tampao descritas acima, 1ml de MgCl, 110mM e 1ml
do extrato de proteina bruto.

Esse extrato foi obtido pelo crescimento de 1 litro de meio de cultura induzido (contendo
a bactéria recombinante, Bl21pet-lipXF1-5 ou a bactéria sem o vetor chamada apenas de
BL21) segundo as indicagdes no item 3.11, esse meio & centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos, lavado e recentrifugado a 5000 rpm por 10 minutos. O precipitado obtido é pesado e
ressuspendido em tampao fosfatb de potassio 0,1M pH7,0 para a sonicagéo. Centrifuga-se o
sonicado a 14000 rpm por 30 minutos e pesa-se o precipitado que é entao resuspendido em
40 ml de tampao fosfato de potassio 0,1M pH7.0. As reagdes foram feitas em ftriplicata nas
temperaturas de 30°C, 50°C e 65°C, por 30 minutos a 160 rpm.

A reacgao foi paralisada com a adi¢gao de 10 ml de acetona:etanol (1:1) e os acidos
graxos liberados foram titulados contra solugao de NaOH 0,01N utilizando-se azul de timol

0,1% etanol:dgua (4:1) como indicador.

3.14 — Solubilizacao da proteina

As células foram rompidas mediante sonicagdo em tampao fosfato de sodio pH 7.5,
0.1M. Primeiramente se determina o peso umido e se adiciona tampéo fosfato de sodio 0,1M
pH7,5, em uma proporgao de 5ml de tampéao para 1,5 gramas de peso umido. As células
foram sonicadas em banho de gelo por tempos de 20 segundos com intervalos e 20 segundos
entre os tempos de sonicagdo. Apds este procedimento, se centrifuga a 14000 rpm, a 4 °C

durante 30 minutos.O precipitado de ruptura foi ressuspendido nas mesmas condi¢des usadas
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previamente para a sonicacao. Quantidades equivalentes de sobrenadante e precipitado de
ruptura foram aplicadas em eletroforese em gel de poliacriamida (SDS- PAGE) para

determinar fracionamento da proteina de interesse.

3.15 — Purificacao da proteina

Uma vez que as proteinas estavam solubilizadas, se procede a purificacédo. As colunas
usadas foram HiTrap ™ de 1mi (Pharmacia Biotech). A capacidade destas colunas € de 12mg
de proteina de fusao.

A coluna foi tavada com 10 ml de agua. Se a coluna ja foi usada, passar 10ml da
solucdo de limpeza [NaCl0,5M; EDTA 0,05M, pH 7,4], lava-se novamente a coluna com 10 ml
de agua e carrega-se a coluna com 0,5 ml de uma solucdo de NiSO, 1M elimina-se o excesso
de niquel passando 5 ml de agua, através da coluna e equilibra-se a coluna com o tampao de
solubilizagdo (Tampéao fosfato pH7.5/0.1M Uréia 6M imidazole30mM), por fim passa-se a
proteina de interesse (sobrenadante da ruptura, centrifugado duas vezes a 14000 rpm por 30
minutos). Apds isso lava-se a coluna com 10 ml de tampao de solubilizacdo e elui-se a
proteina com Tampéao de eluigdo [Tris-HCI 0,01M; NaCl 0,1M: Imidazol 0,2M]. Coleta-se a
proteina em aliquotas de 1 ml erh eppendorfs. O procedimento todo & desenvolvido no gelo
(4°C), usando-se uma bomba peristaltica (Pump P1, Pharmacia Biotech) para garantir um
fluxo constante (1ml/min) a coluna.

A quantidade de proteina foi determinada por ensaio de Bradford. O método Bradford
utiliza o Coomassie que se liga a proteinas em pHs acidos e trifeniimetano que se liga a
estruturas nao polares da proteina, grupos sulfonados interagem com cadeias eastinicas e
Isso pode ser detectado usando-se o espectrofotdmetro. A curva padrao de proteina foi obtida
com BSA (10mg/ml) diluida em diversas concentragdes (1,0 a 12 ug/mi) e a concentragao foi
determinada em espectrofotdmetro na O.D .5gs.

Para a dialise utilizou-se membranas de celulose regenerada, tubos permeaveis a agua
que permitem a passagem de compostos de baixo peso molecular (menor do que 12 KDa) em
solugcdes aquosas, permitindo a troca de tampdes com concentragdes mais baixas de sais.

As membranas de dialise foram submersas em agua e em seguida em 50% de Etanol
para remover o glicerol usado como umectante. Depois foram incubadas em EDTA 10 mM,

0,056M NaHCOj; e varias lavagens foram feitas com agua destilada.
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Para a dialise das amostras, utilizou-se 1000X o volume da amostra. Incubou-se a 4°C,

em agitagao constante durante o periodo de 2 horas a 12 horas.

3.16 — Extracao de RNA total de levedura para Northern blotting

Toda vidraria a ser utilizada foi queimada (mantida numa estufa a 180 °C por 8 horas
pelo menos) ou tratada com agua oxigenada 13 volumes por 15 minutos, para que ficassem
livres de RNAse.

As células mantidas a —70° C, foram descongeladas em gelo, e ressuspendidas em 400
pl de solugao TES (2 ml de Tris HCI 10 mM, 4 mi de EDTA 10 mM, 10 ml de SDS 0,5% para
um volume final de 200 ml, pH 7,5) e homogeneizadas com agitador magnético. Foi
adicionado 400 uL de fenol acido e vortexou-se vigorosamente por 10 segundos. Os tubos
foram incubados por 1h a 65°C e ocasionalmente agitados manualmente. Apds incubacao, os
tubos foram mantidos em gelo por 5 minutos e centrifugados em seguida a 14.000 rpm, por 5
minutos a 4°C. A fase aquosa (topo) foi transferida para novo tubo eppendorf, e 400 uL de
fenol acido foi adicionado.

O tubo foi homogeneizado. com agitador magnético, novamente centrifugado, e a fase
aquosa transferida para novo eppendorf. Foi adicionado 40 ulL de acetato de sédio 3 M, pH5,3
e 1 ml de etanol absoluto gelado, homogeneizado com agitador magnético e centrifugado a
14.000 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e o RNA lavado com 1 ml de
etanol 70% gelado, e novamente centrifugado, nas mesmas condigdes. O etanol foi
descartado, e o RNA secado em centrifuga a vacuo. O RNA foi entao ressuspendido com 20
uL de agua tratada com 0,1 % de DEPC e autoclavada. Posteriormente, o RNA foi
quantificado em gel de agarose/formaldeido/MOPS.

Apos a eletroforese, o gel foi fotografado em UV, e entdo transferido para uma
membrana de nitrocelulose, por capilaridade, utilizando-se SSC 20X. Apos a transferéncia a
membrana foi incubada a 80°C por 2h e/ou colocada por 2 minutos sob U.V. baixa para a

fixagao do RNA a membrana.

3.17 — Reacao de PCR para detecgcao dos genes nas colonias de leveduras

Para confirmacao da presenga dos genes nos plasmideos recombinantes, uma amostra

das colénias de leveduras transformantes foi transferida, com o auxilio de uma ponteira estéril
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de pipeta automatica, para tubos eppendorfs contendo 40 pL de agua Milli Q. A reacao se
procedeu com a adigao de 5 pul da mistura de suspensao celular, 2,5 ul. de tampao da enzima
10x, 1 uL da mistura dos 4 dNTPs 10mM, 1 uL do oligo-sense 10mM, 1 uL do oligo-antisense
10mM, e 0,5 ul. da enzima Tag DNA Polymerase, para um volume final de 25 uL. O programa
da reacao de PCR foi 97°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos (95°C por 60 segundos; 60°C
por 50 segundos e 72°C por 80 segundos), 72°C por 7 minutos, terminando com 4°C. O

produto da reacgao fol separado em gel de agarose, 0,8%, em tampao TAE 1x.

3.18 Preparacao de placas contendo rodamina

As placas para selecao de transformantes de leveduras que expressam a lipase de X.
fastidiosa foram preparadas com meio MM adicionando-se 2% de 6leo de oliva comercial
(galo), 0,2% de Fosfato de potassio, 0,1% de sulfato de magnésio, 1% Acetato de sddio e
0,001% de rodamina B (esterilizada por filtragao), o meio foi autoclavado e feita uma emulsao

com o 6leo e todos os outros componentes e vertido em placas de petri.

3.19 — Hibridizacao com sonda de DNA (Northern Blotting)

A membrana contendo o RNA fixado, descrito no item 3.2.14, foi utilizada para a

verificacao da existéncia de mRNA para o gene da lipase de X. fastidiosa em P. pastoris.

As membranas foram pré-hibridizadas em solug&o de pré-hibridizacao (50% formamida,
25% SSPE 20X, 5x Denhardt's, 1% SDS, e 100 ug/ml DNA de esperma de salmao
desnaturado), por 4 horas a 42°C (se for a primeira pré-hibridacao) e 2horas nas outras vezes,
com agitacdo leve, de acordo com Sambrook e colaboradores (1989). Foram utilizados
cilindros de hibridacao, calculando um volume de 12,5 ml por membrana pequena e 25 m|
para membranas grandes.

Para a sintese da sonda foi utilizada a sequéncia amplificada a partir do DNA gendémico
de X. fastidiosa utilizando-se os oligonucleotideos descritos no item 3.1.2.1. Esses fragmentos
foram purificados com o kit Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL - Life
Technologies) e marcados com dATP «*?P. O DNA foi adicionado a um volume final de 15 uL
de agua tratada com 0,1 % de DEPC e autoclavada, e entao desnaturado a 95°C por 10 min.
Foi acrescentado 1 uL de dATP «*P, 1 uL de Klenow, 2 uL de oligonucleotideo PdN6 ( 11
ug/ul) , 2,5ul tampao da Klenow (React?) e 3 uL de dNTPs nao marcados.

29
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A hibridacdo foi realizada adicionando-se a solugdo de pré-hibridacdo a solugao
contendo o DNA marcado , deixando-se “overnight” a membrana nessa solugéo a temperatura
de 42°C.

Apds hibridagdo, as sondas foram descartadas € as membranas lavadas em condigbes
de alta estringéncia, de acordo com protocolo de Desprez e colaboradores (1998) [50]. Foi
utilizado aproximadamente 200ml! de solucao pré-aquecida. Foram feitas duas lavagens com
2x SSPE, 0,1% SDS; uma lavagem com 1x SSPE, 0,1% SDS e duas lavagens com 0,1x
SSPE, 0,1% SDS; as duas ultimas por 15 minutos a 65°C.

3.20 — Hibridizacao com sonda de DNA (Southern Blotting)

A preparacao das amostras foi feita com a digestdo com EcoRl do DNA gendémico

extraido de diversas coldnias de leveduras contendo o vetor Ppic9kprelip.

18ug de DNA gendmico foram digeridos por 2 horas a 37°C com 15U da enzima EcoRl.
A reacao foi paralisada pela adicao de “loading buffer” também utilizado como indicador
durante a corrida do gel.

Apos a corrida o gel de agarose (0,8%) foi lavado em agua destilada e transferido para
cuba de vidro contendo 10V de HCI 0,25M e colocado sob agitagao por aproximadamente 30
minutos a temperatura ambiente para a depurinagao parcial dos fragmentos de DNA. Apds
esse tratamento o gel foi lavado com agua destilada e adicionou-se 10V de solugdo de
desnaturacao (NaCl 1,5M:NaOH 0,5M) por 20 minutos sob agitagao, esse processo foi
repetido com nova solugao por mais 20 minutos.

Descartou-se a solugado de desnaturagdo e lavou-se com agua destilada. Adicionou-se
10V de solugdo neutralizante por 20 minutos agitando suavemente. Trocou-se essa solugao
uma vez e incubou-se novamente por mais 20 minutos.

Montou-se a torre de transferéncia usando-se SSC 20X. A transferéncia para a
membrana de nitrocelulose se da por capilariedade e pode ser deixada “overnight” para uma
transferéncia eficiente dos fragmentos.

Apos a transferéncia o DNA foi fixado a membrana colocando-se a membrana por 2
horas a 80°C e/ou 2 minutos em U.V. A pré-hibridacéo se da a 65°C por 4 horas, utilizando
uma solucao contendo 6,25 ml de SSPE 20X, 1,25 ml de Denhart’s, 16, 25ml de agua milliQ
autoclavada, 1,25ml de SDS 10% e 200uL de DNA de salmao (10mg/ml). Hibrida-se a
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membrana “overnight” com sonda preparada como descrita no item 3.2.17.2. As lavagens sao
idénticas as utilizadas no Northern blotting, com excegcdo da temperatura que dever ser

sempre de 65°C.

3.21 - Hibridizacado com anticorpo Anti-His para a deteccdo da proteina

recombinate (Western Blotting)

Para a detecgdo da proteina recombinante um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi
corrido com as amostras de proteina obtidas a partir de extrato sonicado e ressuspendido em
tampao fosfato de sédio 0,1M pH7,5.

As amostras foram aplicadas ao gel na proporgdo 1:1 de amostra:Craeking buffer
(60mM de tris-HCI 0,5M, pH6,8; 2-BMercapto etano 1%; SDS 1%; glicerol 10%; bromofenol
blue 0,01%) num total de 20 a 30 uL por pocinho e corridos a 100V em tampao de corrida
(24,8mM tris base, 192mM glicina, 0,1%(w/v) SDS)

Incubou-se o gel por 15 minutos em tampao de transferéncia gelado(10% de metanol,
0,192M de glicina e 8mM de Tris-HCI 0,1M, pH8.0) e montou-se o “sandwich” composto por
uma espuma de suporte, papel filtro, o gel com as proteinas, a membrana de nitrocelulose,
nova camada de papel filtro e a espuma de suporte todos devidamente umedecidos e sem
bolhas para uma melhor transferéncia. O equipamento foi montado e cobriu-se com tampao
de transferéncia gelado. A transferéncia ocorreu por 1 hora a 100volts (400mA)

Retirou-se a membrana que foi lavada com TBS 1X para retirar restos do gel. A
membrana foi colocada em contato com leite 5% (leite desnatado em TBS 1X) por 1 hora a
37°C sob fraca agitagao.

A membrana foi, entado, hibridada com o anticorpo anti-his que se liga a cauda de
histidina encontrada na proteina de fusdo expressa. Essa reagio se da a 37°C por 1 hora ou
“overnight” a 4°C colocando-se em contato o conjugado anti-his peroxidase diluido em 10 mi
de leite 5%. A membrana foi lavada com TBS 1X duas vezes e com TBS 1X Tween 20 0,05%.

A revelacao foi feita adicionando-se AEC contendo H,O, na membrana e agitando-se
ate o aparecimento das bandas na membrana, que foi lavada em agua, scaneada ou

armazenada em papel celofane.

[V9)
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Analise da seqliéncia de Lipase de X. fastidiosa

A partir dos dados obtidos com o projeto genoma da bactéria X. fastidiosa, identificou-
se uma ORF (XF1181) apontada como possivel gene codificador de uma proteina precursora

de uma lipase triacilglicerol (Fig. 3)

DNA: ATG AGA ATC ATT TCC TTA GAA TTT TCT GAT CTA AAT TTT TCG GGG TGT GTT

DNA: GAR TTG ATT AAT TTT ATT TCT TAT AAA TTA ATG AAG AARA ATG CTIT GCG TGC

DNA: GTG ATG AGC ACA GTT TTT TTC GTT AAT ATG ATT GCT TTA GTA ATG CTG ACG

DNA: GGT ATG GGG GTT GCG TCG GCT GCA TCC AAR GAC AGT TAT GCG GCG ACA AAR

G M G v A S A A S X D S A A T K
DNA: TAT CCG ATC ATT TTC GAG CCT GGT TTT GGG GGA GTC GAT AGG CTA TTT GTT
Y P I I F E P G F G G \% D R L F v

DNA: TTG ATT GAT TAT TTT TAC CGC ATT CCC GAG GAT TTG CGG GCA CAT GGT GCa
F
DNAE: AAT GTC TAT CTA TCC ACT TCG TCT GCT TTT CAG AGA CCA GAT GGC CCA ART
DNA: GGT CGT GGT GAG CiA TTA CTC GCA TAC GTT BAG GCA GTC CTT GCT ATT ACC
DNA: GGG GCG GAG AAG GTT AAT TTG ATT GGC TAT AGT CAG GGT GGA TTG ACT GTIC
DNA: CGT TAC GTA GCG GCT GTT GCA CCC AGT CTC GTT GCT TCA GTG ACG ACT ATG
DNA: GGT ACG CCT CAT CAT GGT TCG GAA TTG GCA GAT TAC CTT GAT GAG ACC TTT
DNA: AAT CAA GGT CTA ACT GGG CTG CTG TCA CCG GTG T;G GCC GGG CTT AAT AAT
w
DNA: GCG TTT GCC TCC ATG ACA ACT GGC AAT CCG AAC CAG GAT ATG CTT GCT GCaA
S

DNA: TTT BAG AGT CTA ATG ACT TCG CARA GTG GCG CTC TTC T AAG AAT TAT CCA

F S L M T S Q v A L N K N Y P
DNA: AGT GCT GGC CTC GGT AAAR CGT GGT TCA TGC CAG AGT GGG GCA GAA TTT GAA
S A
DNA: ACT GTC GGG GGAR GAG CGT CAAR TAC CTAR TAC TCAR TGG GGC GGT GCA GCG ATA
T v G G E R Q Y L Y S

DNA: AAG GAA AAA AAA TCA CTC TTT GGT ACC AAA GTT ATT GAT ACA AGC GTG TI
K

K K S L F G T K v D T S \4
DNA: CCT TTT ATT GAT GCC GCA AAT TTT ATC GAT CCG ACT ACA AAA ATT TTG TAT
P I D A A N F I D P T T K I L Y

DNA: GTC TCT ACG TGT AGC TCC ATG TTC GGT AAG GTA ATA AGC AGT AAC TTT AAT

E
T
F
DNA: CAC TTA GGT AGT GTG ATG ATC RAT CAC GAC TCT GGT ACC AAT GAT GGC ATG
L
C
S
DNA: TGG AAC CAT TTT GAT GAA ATA AAT CAA GTT CTT GCT ATC CGC GGT GCG TAT
DNA: GCG GAG GAT CCT TTA GCA GTA ATA CGC ACT CAT GTG AAT CGT CTG ARA ATG

DNA: CAG GGT CTT TGA

Figura 3: Sequéncia de nucleotideos do gene putativo (ORF XF1181) de lipase traduzido para aminoacidos.

A seqiiéncia foi analisada utilizando o programa Blastp [55] e os dados do GenBank

(www.ncbi.nim.nih.gov). A maior similaridade encontrada foi com as lipases do género

Pseudomonas. O melhor resultado do Blastp (E-value = 7e™°) esta apresentado na figura 4. O

(V3)
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resultado obtido da comparagéo realizada com o programa Blast revelou que essa seqiiéncia
mantinha alta similaridade com o dominio de acetiltransferase e hidrolase de dominio alfa/beta
hidrolase (presente em todas as lipases) (E-value=9e-46), com o dominio o/B-hidrolase (com
alfa/beta hidrolase e E-value=1e-06) e com o dominio proprio de lipases da classe 2 (E-
value=0.003). Essa analise demonstra que os dominios estdo sendo conservados nessa

proteina hipotética.

X.fas: 32 LACVMSTVFFVNMIALVML--TGMGVASAASKDSYAATKYPIIFEPGFGGVDRLFVLIDY 89
+AC MS F A++ L T +A+ A D YAAT+YPII G G D+ +++Y
Sbjct: 14 VACAMSIAPFAGTTAVMTLATTHAAMAATAPADGYAATRYPIILVHGLSGTDKYAGVVEY 73

X.fas: 90 FYRIPEDLRAHGANVYLSTSSAFQRPDGPNGRGEQLLAYVKAVLAITGAEKVNLIGYSQG 149
+Y I EDL+ +GA VY¥++ S FQ DG NGRGEQLLAYVK VLA TGA KVNL+G+SQG
Sbjct: 74 WYGIQEDLQQNGATVYVANLSGFQSDDGANGRGEQLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHSQG 133

X.fas: 150 GLTVRYXXXXXXXXXXXXTTMGTPHHGSELADYLDETFNQGLTGLLSPVWAGLNNAFASM 209
GLT RY TT+GTPH GSE AD++ TGL S V A NF o+
Sbjct: 134 GLTSRYVAAVAPDLVASVTTIGTPHRGSEFADFVQNVLAYDPTGLSSSVIAAFVNVEFGIL 193

X.fas: 210 TTG--NPNQDMLAAFKSLMTSQVALFNKNYPSAGLGKRGSCQSGAEFETVGGERQYLYSW 267
T+ N NOQD LAA ++L T++ A +N+NYPSAGLG GSCQ+GA ETVGG LYSW
Sbjct: 194 TSSSHNTNQDALAALQTLTTARAATYNQNYPSAGLGAPGSCQTGAPTETVGGNTHLLYSW 253

X.fas: 268 GGAAIKEKKSLFG-TKVIDTSVFPFIDAANFIDPTTKILYHLGSVMINHDSGTNDGMVST 326
; G AI+ S+FG T DTS P +D AN +DP+T L+ G+VMIN SG NDG+VS
j Sbjct: 254 AGTAIQPTLSVFGITGATDTSTVPLVDLANVLDPSTLALFGTGTVMINRGSGQONDGLVSK 313

X.fas: 327 CSSMFGKVISSNFNWNHFDEINQVLAIRGAYAEDPLAVIRTHVNRLKMQGL 377
CS+++GKV+S+++ WNH DEINQ+L +RGAYAEDP+AVIRTH NRLK+ G+
Sbjct: 314 CSALYGKVLSTSYKWNHLDEINQLLGVRGAYAEDPVAVIRTHANRLKLAGV 364

Figura 4 — Alinhamento da sequéncia do gene da lipase de X. fastidiosa com ¢ gene da lipase (GenBank number

- gi:126329) de Pseudomonas sp (E-value= 7e-** e Score = 362 bits)

As lipases verdadeiras tém sido divididas em 8 familias de acordo com as
caracteristicas de atividade e de similaridade das sequéncias como descrito no trabalho de
Arpigny e colaboradores (1999) (Tabela IV, item 1.2 da introdugao). Comparagdes foram feitas
visando enquadrar a proteina /lipXF1 (orf Xf1181) dentro dessas familias. Concluindo-se que a
mesma se enquadra dentro da familia |. Nas figuras 5 e 6 observa-se os resultados de

alinhamento com representantes das subfamilias 1 e 2 da familia 1.

(U3}
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LIPPFRAGT L-—DTINHMARGSAGASTR-—————— = m—mmmm e
LIPPAERUG L--DEVNQVFGLTSLFETS -~ PVSVYRQHANRLKNAS—————————————==-
LIPKYLELLA HF--DEINQVLAIRGAYAED--PLAVIRTHVNRLKMQGL-—————————=—-~=
LIPPFLUO TFLFSGHFGNDRVIGYQPTDKLVFKDVQGSTDLRDHAKVVGADTVLT FGADSVTLVGVGH

* -

Figura 5: Alinhamento da lipase de X fastidiosa (lipxylella) com as lipases das espécies Pseudomonas
aeruginosa (lippaeru), Pseudomonas fluorescens (lippflu), Proteus vulgaris (lipproteu) e Pseudomonas fragi
(lipfrag) pertencentes & subfamilia 1. ( Em vermelho: residuos de aminoacidos que pertencem a triade do sitio
catalitico da lipase; em: verde: residuos de acido aspértico envolvidos no sitio de ligagao ao Ca™"; em roxo:
residuos de cisteina que formam pontes dissulfeto; em azul: regides conservadas e relacionadas aos sitios

cataliticos).
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Iipcep ml B e o e e MARTMRSRVVAGAVACAMS IAPFAGT TAVMTLAT THAAMAAT
TipiuEeon 8 e e s e e MRSRVVAGAVACAMSVAPFAGSAATMMAATTHVAMAAT
il e e e e e MVRSMRSRVARRAVAWALAVMPLAGAAGLTMAAS — - ——~ PAA
Tipahre R et e e e e e e e e e e e e e e
lipxyll MRITSLEFSDLNFSGCVELINFISYKLMKKMLACVMS TVEFVNMIALVMLTG--MEVASA
lipcep APLAGYAATRYPIILVHGLSGTDKYAGVLEYWYGIQEDLOONGATVY VANLSGFQSDDGE
lipluteo APLDNYATTRYPIILVHGLTGTDKYAGVLEYWYGIQEDLOQHGATVY VANLSGFQSDDGE
lipburk VAADTYARATRYPVILVHGLAGTDKFANVVDYWYGIQSDLOSHGAKVYVANLSGFQOSDDGE
lipchro —--ADTYAATRYPVILVHGLAGTDKFANVVDYWYGIQSDLOSHGAKVYVANLSGFQSDDG?
lipxyll ASKDSYRATKYPITFEPGFGGVDRLEVLIDYFYRIPEDLRAHGANVYLSTSSAFQREDG?
**:*:**:*: *: w_w: :::*:* * _**: :**_**::_ *‘** ok
lipcep NGRGEQLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHSQGGLSSRYVARVAPDLVASVTTIGPADRGSE
lipluteo KGROEQLLAYVKTVLAATGATKVNLVGHS QGGLTSRYVPAVAPDLVASYTTIGAADRGSE
lipburk NGRGEQLLAYVKOVLAATGATKVNLIGHSQGGLTSRYVARVAPQLVASVTTIGTPHRGSE
lipchro NGRGEQLLAYVKOVLAATGATKVNLIGHS QGGLTSRYVARVAPQLVASVTTIGTPHRGSE
lipxyll NGRGEQLLAYVKAVLAITGAEKVNLIGY SQGGLTVRYVAAVAPSLVASVT TMGT PHHGSE
:*wl**r***** FThF FhRE ****:*:-****: ***‘****_**ir****:i___:-‘cv'r‘*
lipcep FADFVODVLAYDPTGLSSSVIAAFVNYVEGILTSSSHNTNQDALRALOTLT TARRATYNQN
lipluteo FADFVOGVLAYDPTGLSSSVIAAFVNVEGILTSSSNNANQDATLAGLKTLT TAQAATYNQN
lipburk FADFVODVLKTDETGLSSTVIAAFVNVEGTLYVSSSHNTDOQDALAALRTLTTAQTATYNRN
lipchro FADFVODVLKTDPTGLSSTVIAAFVNVEGTLYVSSSHNTDODALAATRTLTTAQTATYNRN
lipxyll LADYLDETEFNQGLTGLLS PVWAGLNNAFASMT TG--NPNQDMLARFKS LMTSOVALFNEN
SRttt T il ek e Al Sty S B3 s ik i T e L grlp
lipcep ¥ PSAGLGAPGSCOTGAPTETVGGNTHLLY SWAGTAIQPTLSVEGVTIGATDTSTLELVDEA
liplutec Y PSAGLGRPGSCOTGRPTETVGGNTHLLY SWAGTAIQPTLSVEGVTIGATDTSTIPLIDRPRA
lipburk FPSAGLGAPGSCOTGAATETVGGSQHLLY SWEGGTAIQPTSTVLGVTGATDTSTG-TLOVA
lipchro FPSAGLGAPGSCOTGAATETVGESQHLLY SWGGTAIQPTSTVLGVTGATDTSTG-TLDVA
lipxyll YPSAGLGKRGSCOSGARFETVGGERQYLY SWGGARIKEKKSLEG-TKVIDTSVFPFIDAA
:’A’***** ****:# *****_ = ****_*:’A’*: a :::i’ * x *ir*_ :* *
lipcep NVLDLSTLALEGTGTVMINRGEGONDGLVSKCSALYGKVLSTSYRWNHLDEINQLLGVRG
lipluteo NVLDPSTLALFGTGTVMINRASGONDGLYSKCSALYGKVLSTSYRWNHIDEINQLLGVRG
lipburk NVIDESTLALLATGAVMINRASGONDGLYVSRCASLEGQVISTSYHWNHLDEINQLLGVRG
lipchro NVTDESTLALLATGAVMINRASGONDGLYVSRCSSLEGOVISTSYHWNHLDEINQLLGVRG
lipxyll NFIOPTTKILYHLGSVMINHDSGTND GMVSTCSSMEGKVISSNFNWNH FDEINQVLAIRG
'k' +* :* * *:kk**: *x *--*:W* **:::*:K:*:.::k**:*?’r**w:*_:**
lipcep AYRAEDPVAVIRTHANRLKLAGY
lipluteo ANARDPVAVIRTHANRLELAGY
lipburk ANAEDPVAVIRTHVNRLKLQGV
lipchro ANARDPVAVIRTHVNRLELQGVY
lipxyll AYAEDPLAVIRTHVNRLKMQOGL
* *#**:*****k_****: -k:

Figura 6: Alinhamento da lipase de X. fastidiosa (lipxyll) com as lipases das espécies Chromobacterium
viscosum (lipchro), Burkholderia glumae (lipburk), Pseudomonas luteola (lipluteo) e Pseudomonas cepacia
(lipcep) pertencentes a subfamilia 2. ( Em vermelho: residuos de amino&cidos que pertencem a triade do sitio
catalitico da lipase; em verde: residuos de &cido aspartico envolvidos no sitio de ligagéo ao Ca"™; em roxo:
residuos de cisteina que formam pontes dissulfeto; em azul: regiGes conservadas e relacionadas aos sitios

cataliticos).

Apesar da sequéncia de nucleotideos ndo apresentar similaridade com as lipases de
Pseudomonas a comparacéo baseada nos aminoacidos revelou uma alta similaridade. Essa
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similaridade foi comprovada com o uso do programa Clustal W (http://www.es.embnet.org/cgi-

bin/clustal.cgi) o qual foi utilizado nas analises descritas nas figuras 5 e 6, que demonstram

claramente a similaridade com as lipases do género Pseudomonas. A maior similaridade foi
obtida com as lipases pertencentes a subfamilia 2, pois, embora os dominios mais importantes
para a atividade lipolitica alinhem nos dois casos, a precisdo do alinhamento das demais
regides € muito maior com as proteinas da subfamilia 2, chegando-se a conclusao que /lipXF1
deve pertencer a essa subfamilia

Os aminoacidos pertencentes ao sitio ativo € os que formam as pontes dissulfetos s&o
conservados nessa lipase. A falta de similaridade no inicio da sequéncia poderia ser devido a
presenga do peptideo sinal, responsavel pelo direcionamento da enzima dentro da célula ou
para fora dela (secrec¢ao), e esse peptideo pode variar de acordo com a espécie.

Sabendo-se que as lipases pertencentes a subfamilia 2 sao secretadas, logo, possuem
peptidios sinais de secregao, houve a necessidade de se analisar a porgao inicial da proteina.
Para avaliar esse ponto, a seqiéncia putativa lipXF171 foi analisada com o programa ipSORT

(http://psort.nibb.ac.jp) que calcula a probabilidade do endere¢amento de proteinas a partir

dos perfis de hidrofobicidade dos seus aminoacidos. Essa analise indicou que a /ipXF1 e
direcionada para a membrana plasmatica da célula, ao contrario da sua homodloga de
Pseudomonas (GenBank number - G1:126329), que € nitidamente secretada. Essas analises
foram refeitas pois o projeto genoma foi finalizado em 2000, sendo portanto importante se
atualizar essas informagdes, ja que novas proteinas e dominios sao adicionados ao banco de
dados mundial (GenBank).

As figuras 7 e 8 apresentam, respectivamente, um grafico demonstrativo do resultado

do iPsort e os valores para as predi¢des.
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A B

fusrage Hydnopathy (index CKybte-Boolitsle,) LAEICKYTARALDI) Jo b autistring (6,261 Auerage Hydropathy index (Kyse-Daolistle, L382)CKYTJBEBLOY of suestring [6,22]

verage Yolue of sulbatring [6: 201

fserage Velus of subatring (6, E@)

A

L ! L L L L . L
a 500 1230 1583 a0 2399 2 1898 1=a8 zaag 2500
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Figura 7; Predicédo do iPsort para as sequéncias: A) lipase de X. fastidiosa (lipXF1) e B) lipase de P. Juteola (Gl-
126329) demonstrando a alta hidrofobicidade (pontilhado roxo) encontrada na lipase de Pseudomonas e a baixa

em Xylella sendo mais um dado que demonstra que essa nao é uma lipase tipicamente secretada (grafico gerado

pelo programa gnuplot).

Predicted as: not having signal or mitochondrial targeting peptide
Sequence lipXF1 (Type: nonplant)

. Valuesused forreasoning

Node || Answer | View

iSubstring |  Value(s) i Plot |
. e

,i_i.gié;léa__l;eptide? I No -[Average Hydropatkjyﬂ(ﬁlﬂ‘_f’_l‘_l@&ﬂo1) 1 “‘[6;20] 0_8133§3 ( ;;'TC).-QSB?_E;TFS) .:!show :

Predicted as: having a signal peptide
Sequence LipPI (Type: nonplant)
Values used for reasoning

i Node __ﬁ_@nswer;“,r  View | Substring | Vaﬂ:e(é)___ _ | Plot
['1. Signal peptide? | Yes |Average Hydropathy (KYTJS20101) | [6,20] 1185333 (>=09537 Yes) [show |

Figura 8: Valores da predicdo para as lipases de X. fastidiosa (lipXF1) e de P. Iuteola (/ipP/)

Uma andlise mais detalhada da seqliéncia para avaliar a presenca de peptideos sinais
também foi realizada com o programa pSORT (http://psort.nibb.ac.jp/). Esse programa
demonstrou que a sequéncia tem uma maior probabilidade de ser uma proteina de membrana
(valor da analise 0,368, interpretado pelo programa como certeza de localizag&o), enquanto
ndo existe um valor confiavel que diga que essa proteina possua um peptideo sinal para o

transporte até o meio extracelular, como pode ser observada na analise do ipSORT (Figuras 7

37



RESULTADOS E DISCUSAQO

e 8). Esses dados foram confirmados com 0 programa pFAM

(http://pfam.wustl.edu/index.html), o qual demonstra a presenga do dominio alfa/beta hidrolase

presente em todas as lipases e também similaridade com lipases de secrecao (E-value = 0,26)

assim como similaridade com uma subunidade de -uma pré-proteina translocase (E-value =

0,36).
Model Seq-from Seq-to HMM-from HMM-to Score E-value Alignment Description
SecG 35 52 62 79 65 036 local Preprotein transiocase SecG
subunit
, Abhydrolase 97 352 I 231 427  7.5e-10 glocal alpha/beta hydrolase fold
LiP 98 352 1 302 -150.9  0.26 glocal Secretory lipase
Lipase_2 131 150 77 96 99  0.0073 local Lipase (class 2)
Figura 9: Valores da predicdo do pFAM para dominios na lipase de X. fastidiosa.
s SecG: domain 1 of 1, from 35 to 52: score 6.5, E = 0.36
*->iLaviFivlislvLsylns<-*
+-+++Ffvs+++L+ 14
query 35 VMSTVFFVNMIALVMLTG 52
s hydrolase: domain 1 of 1, from $7 to 352: score 42.7, E = 7.5e-10

g

a

guery 241 GLGKRG--SCQSGAEFETVGGERQYLYswggAAIKEKKSLFGTKVIDTSV 288

query 337 snfNWNHFDEINQVLA 352

*->frvillDlrGfGeSsp. .pdlaeyrfddlaedlealldalglekpvi
r ++++ + S +++pd ++ r+++1 ++++a+l+ +g+ek v+
query $7 LRAHGANVYLSTSSAFqQrPDGPNGRGEQLLAYVKAVLAITGAEK-VN 142

1lvGhSmGGaialayaakyPelrvkalvlvspplpaglssdlfprg. .gnl
1+G+S+GG+++++ aa +P+ +V++++++++p+ + +d + ++ +++1
uery 143 LIGYSQGGLTVRYVAAVAPS-LVASVTTMGTPHHGSELADYLDETfnQGL 191

eglllanfrarllrsveallgralkg............. ffllgrplvsd

Gli~ ++ l4++ +++44++ +4g+ ++ +++++l++ + S+

=

uery 192 TGLLSPVWAG-LNNAFASMTTGNPNQdmlaafkslmtsgVALFNKNYPSA 240

flkgaedwlsalirgaeddgadgllgy....aaglgkllawdvsalkdik

1+ + ++4+44 +++€++g+ + + Y+ ++a2 ++k + +++ + +4

vPtlviwgtdDpvlvpldaseklsalipn. .. .aevvviddagHla. .. ..
P+ + Dp +=++ +4 S +l4++++++ + +++++ +5++ +

uery 289 FPFIDAANFIDP-TTKILYHLG-SVMINHASGTNDGMVSTCSSMFgkvis 236

.llekpeevaelik<-*

++ 4+ 4+ e+t t+++

Figura 10: Os dois melhores alinhamentos encontrados com o programa pFAM para a lipase de X. fastidiosa.
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4.2 — Clonagem do gene lipXF1

Utilizando oligonucleotideos desenhados a partir da seqiiéncia da lipase de X
fastidiosa (Fig. 3) amplificou-se o fragmento denominado neste projeto de lipXF1, a partir do
DNA gendmico deste organismo. A porgdo 5 destes oligonucleotideos foram acrescentados
sitios de restriciao (Tabela VII), que possibilitaram a inser¢aoc do produto de PCR
direcionalmente no plasmideo pET32a. A escolha das enzimas de restricao foi realizada com
o auxilio do programa Clone (1993) analisando a sequéncia do gene e a regido de
policlonagem do plasmideo.

A Figura 11A mostra o resultado da amplificacdo de dois genes da lipase em X
fastidiosa, o primeiro codifica o gene denominado LipP de 978 pb, o segundo codifica a
proteina de interesse lipXF1, com 1134 pb. A figura 10B comprova a clonagem do gene /ipXF1

em pET32a por meio do PCR das colénias obtidas apés a transformagéao.

B

12 34 5 6 78

Figura 11: A: PCR do DNA gendmico para amplificagéo do gene de lipase de X. fastidiosa. 1. DNA A Hindlll 2.
LipP 3. lipXF1. A seta indica o fragmento de aproximadamente 1.132pb correspondente ao gene de interesse. B:

PCR das colénias selecionadas contendo /ipXF1. 1. DNA AHindIl 2. PCR de DNA genémico de X. fastidiosa 3.
DNA plasmidial Pet/ipXF1-6 4.DNA plasmidial PetlipXF1-14, 5. DNA plasmidial PetlipXF1-17 6. DNA plasmideal
pET-32a 7. controle negativo 8. pET-32a digerido EcoRl e Xhol. A seta indica a posicao do gene lipXF1.
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Utilizando-se oligonucleotideos para a porgdao 3’ do plasmideo pET32a e também os
oligonucleotideos usados na amplificagdo do gene lipXF1 de X. fastidiosa realizou-se o
seqUénciamento do fragmento obtido. Tendo-se confirmada a identidade do fragmento obtido
atraves do programa Blast-two-sequences.

Apos a ligagao do fragmento /lipXF1 e o vetor pET32a, a construgao foi utilizada para a
transformacao de células de E. coli DH10b competentes. As colbnias transformantes foram
selecionadas em meio LB contendo ampicilina (150ug/ml). Posteriormente o DNA plasmideal
foi extraido destas células e digerido com as enzimas utilizadas para a clonagem. Esta analise
mostrou que apenas o plasmideo denominado pETIipXF1-6 continha o inserto desejado
(Figura 11B), o que foi comprovado por novo segiuénciamento.

O segundo passo foi, entdo a transformacdo de E. coli BL21(DE3) com o plasmideo

pETIlipXF1-6 para expressao da proteina heteréloga.

4.3 — Inducao da expressao do fragmento /ipXF1 em BL21

Muitas colénias foram obtidas e algumas foram selecionadas para a indugao por IPTG
(em especial duas coldnias denominadas Pet-lipXF1-5 [XF5] e Pet-lipXF1-7 [XF7]). A
expressao da proteina foi induzida por adicao de isopropil-A-D-thiogalactopiranosideo (IPTG)
ao meio de cultura da bactéria apds inicio da fase estacionaria. IPTG age desreprimindo o
operon lac presente no plasmideo permitindo a expressdao do fragmento de interesse. Os
ensaios para verificagdo da expressao da proteina heteréloga foram realizados por
visualizagao em gel SDS-PAGE 12% (SDS - poliacrilamide gel eletrophoresis) (Figura 12) e a
confirmacgao da presenga da proteina de interesse foi realizada por Western blotting (Figura

13) com anticorpo contra a cauda de histidina expressa em fusao com a proteina de interesse.
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Bl21  Pet32a  XES XE7
M AI DI ATl DI Al DI AI DI

97KDa

66KDa

45KDa

30KDa

Figura 12: Induc&o de expressdo da lipase de X. fastidiosa em pET32a. M padréo de peso molecular, Al antes
da indugdo e DI depois da indugéo, BI21 bactéria sem ser transformada, pET32a bactéria transformada somente
com o vetor pET32a, XF5 e XF7 coldnias transformantes expressando a proteina recombinante /ipXF1. A seta
indica a proteina heterdloga lipXF1.

A B
M Bi21 pET32a XF5 XF7 M BIl21 pET32a XF5 XF7

97KDa

66KDa

45KDa

30KDa

Figura 13: A. gel SDS-PAGE de inducéo, B. Western blot com as mesmas amostras de A. M - Padr&ao de peso
molecular. BI21, pET32a, XF5 e XF7 sdo amostras de depois da indugao. A seta indica a proteina lipXF1

O peso molecular de 66KDa observado no gel de SDS-Page para a proteina
recombinante estad de acordo com a estimativa de peso molecular obtida para a lipase de X
fastidiosa (45kDa) somada aos aminoacidos que formam a cauda de histidina na porcéo C-
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terminal da proteina (21kDa). A estimativa do peso é feita utilizando-se o calculo: numero de

aminoacides multiplicado por 120 (que corresponde ac peso médio de um aminoacido).

4.4 - Solubilizacdo da proteina

Para se verificar a solubilidade da proteina o sobrenadante da cultura de bactérias foi
analisado por SDS-PAGE, mostrando que a proteina se manteve na maior parte insoltivel

como pode ser observado na figura 14.

Bi21 Pet37a XE7
M. AL DI AF DL SDL AL SAl DI . SDI

Figura 14: Teste com o sobrenadante das culturas induzidas de: Bactéria hospedeira (BI21); Bactérias com o vetor pET32a
(pET32a) e bactéria transformante (XF7). Antes da indugio (AI) e depois da indugdo (DI) assim como o sobrenadante de

antes da inducio (SAI) e depois da indugio (SDI) da coldnia transformante.

Células expressando a proteina foram rompidas por sonicagdo e o sobrenadante
novamente testado. Nao foi detectada a proteina no sobrenadante, indicando que a mesma,
aparentemente, permaneceu insolivel ou ndo foi possivel a sua deteccéo por gel SDS-PAGE
e Western Biotting.

Para purificar ou caracterizar proteinas intracelulares, um método eficiente € a
disrupgéo da célula com a liberagdo da proteina em forma solvel. O passo da disrupgéo €
ponto de partida para todos os procedimentos subsequlientes. A sonicacédo das células, um dos
procedimentos mecéanicos pelo qual se rompem as células, é feito através de vibragbes que

provocam um choque mecénico da parede celular.
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As vezes o procedimento de disrupcao da célula nao é suficiente para liberar a proteina
ativa na solucéo. E o caso dos corpos de inclusdo, que nao s&o mais do que a acumulacgao de
proteina insoluvel; geralmente se formam em bactérias quando a célula tem sido induzida para
super expressar uma proteina em altos niveis.

As causas exatas da formacao dos corpos de inclusdo nado sado conhecidas. A cadeia
polipeptidica nascente de uma proteina, enquanto esta sendo sintetizada na célula, pode
adotar diferentes conformagdes intermediarias até chegar a correta. Algumas destas
conformagdes intermediarias podem expor residuos que normalmente ndo sdo apresentados
na superficie da proteina nativa, como por exemplo residuos hidrofébiccs. Quando isso
acontece, as proteinas que estao nas conformacgdes intermediarias podem se associar umas
com as outras em uma velocidade maior do que a necessaria para que assumam a
conformagao nativa. As interacdes entre essas formas ndo nativas fazem com que elas
precipitem como corpos de incluséo [56, 57].

As proteinas em corpos de inclusdo geralmente sado insollveis em sais e em
detergentes nao ionicos. Entretanto, em detergentes idnicos (1% SDS) ou agentes caotrépicos
(uréia, cloreto de guanidina) sdao completamente desnaturadas. A renaturagdo acontece
removendo-se O agente denaturante e propiciando condigdes que favoregam o “folding”
completo [56, 57].

A Figura 15 (gel SDS - PAGE 12%) mostra a solubilizacdo realizada utilizando-se o
detergente TritonX-100. O resultado nao foi satisfatério. Experimentos utilizando-se guanidina
em varias molaridades também nao foram conclusivos por nao solubilizarem a proteina
heterdloga produzida apos a indugao (dados nao apresentados).

A Figura 16 (gel SDS - PAGE 12%) mostra a solubilizagdo parcial da proteina
heteréloga utilizando-se uréia 6M em tampao fosfato (setas). Em experimentos posteriores,
obteve-se solubilizagao completa da proteina de interesse (lipXF1) deixando-se as células por
um tempo maior em tampao com uréia 6M. Com a proteina solubilizada foram realizados teste

preliminares de atividade e a purificacao da proteina.
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BI21 PET32a  XF5
M EC § EC S8 EC S

97KDa

66KDa

43KDa

30KDa

Figura 15 Teste solubilizagéo de lipase de X. fastidiosa com Triton X-100. M -Padréo de peso molecular. Apds a
mistura com Triton X-100 tanto o extrato celular (EC) como o sobrenadante (S) das células; sem vetor (BI21),
com vetor (pET32a) e recombinante (XF5) foram testados . A seta indica a proteina lipXF1.

BI21 PET32a - XTS5 XF7
M EC S EC § EC § M EC S

209K
124KD
80KD

49KD

34KD

7RKD

Figura 16; Teste solubilizagdo de lipase de X. fastidiosa com Uréia 6M. M - Padréo de peso molecular. Apds a
mistura com Uréia 6M a amostra foi centrifugada e tanto o extrato celular (EC) centrifugado como o sobrenadante
(S) das células; sem vetor (BI21), com vetor (pET32a) e recombinante (XF5 e XF7). Seta indica proteina

heterologa solubilizada parcialmente.
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Geralmente as proteinas mostram algum grau de fracionamento entre corpos de
inclusdo e proteina soltvel. No caso da proteina em estudo, apesar dela nédo ser visivel nos
géis de SDS-PAGE, é muito provavel que parte dela esteja se dissociando sozinha, pois
houve a verificacdo de atividade lipolitica no extrato de células como sera demonstrado a

seguir.

4.5 Testes preliminares de atividade com extrato celular

O primeiro teste de atividade foi executado com a proteina ainda nos corpos de

inclusao, utilizando o precipitado celular (Fig. 17).

1 2 3

CN CP Al DI Al Di Al DI

Figura 17: Teste de atividade da lipase de X fastidiosa feita com precipitado de células rompidas. CN - Controle
negativo, CP - Controle com lipase comercial, 1, 2 e 3 teste em triplicata do recombinante XF5 antes (Al) e

depois da indugéo (DI).

Os precipitados celulares foram pesados e o peso ajustado para que ndo houvesse
maior numero de células no controle do que no teste.

Os resultados obtidos demonstraram que a lipase, mesmo sem a remocao da proteina
de fusao, foi capaz de degradar glicerideos de 6leos, fato este demonstrado pela turbidez do

meio onde os acidos graxos sao liberados. Esses dados foram confirmados com os valores
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das correspondentes titulagbes efetuadas a partir de reagdes decorridas a 37°C durante 30
minutos (Tab. VIII).

Tabela VIII: Valores das titulagbes e da atividade das amostras induzidas de bactérias hospedeiras (BL21),
bactérias com vetor (pET32a) e células recombinantes (XF5 e XF7), A é a diferenca de volumes da titulagdo com
NaOH 0.05N utilizada na férmula pMol/min = M * A * 1000/ T * P para determinacdo da atividade. onde T € o
tempo em minutos da reacdo e P é peso de proteina (g) utilizada ou o volume (ml).

Valores em mL das titulagoes

Antes da Inducao Depois da Indugiao A Atividade
6,7 6.7 0 0
Bi21 6,4 6.4 0 0
6,1 6,2 0,1 0,166
6,6 6.5 -0,1 0
PET32a 6,6 6.6 0 0
6,7 6,6 -0,1 0
6,6 7.5 0,9 1,5
6,6 7.6 1 1,6
XF5 6,4 7.4 1 1,6
7,0 7,7 0,7 1,1666
7,0 7,7 0,7 1,1666
7,1 7,7 0,6 1
6,5 7.1 0,6 1
6,8 7,3 0,5 0,8333
XF7 6,8 8,2 1.4 2,3333
6,8 7,7 0,9 1,5
7,0 7,8 0,8 1,3333
7,5 8,0 0,5 0,8333

A partir dos dados apresentados na figura 17 e os valores de atividade obtidos (Tabela
VIII) comprovou-se a atividade lipolitica mesmo no precipitado do extrato celular de células

rompidas.

4.6 — Purificacao da proteina

Um procedimento para a purificacao de proteinas em um passo s6 € a cromatografia de
afinidade a metais quelados. Este procedimento se baseia na hipétese de que um peptideo
especifico com alta afinidade por ions metalicos, imobilizados em uma matriz, pode ser usado

para purificar uma proteina recombinante fusionando-a ao peptideo especifico.
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Foi-se atribuida a propriedade de proteinas se ligarem a ions metalicos imobilizados, a
presenca de His, Cis, e Trp. O nimero destes aminoacidos que estdo sendo expostos
determina a forca da interacdo. O metal (Ni %*, Cu**, Fe ** ) é imobilizado a uma resina inerte
através da ligagdo a um acido. O método de Cromatografia de afinidade a metais quelados
(CAMQ) identifica de 6 a 10 residuos de histidina, tanto na por¢do amino quanto carboxi-
terminal da proteina de fuso. A cauda de His vai se ligar aos ions metalicos formando
enlaces de coordenacéo. Para a eluigéo da proteina de fuséo se utiliza um reagente de maior
afinidade por metais. A figura 18 apresenta a purificacdo da proteina solubilizada e a sua

confirmagéo por Western Blot.

M 2 3 4.5 6 7309 10

97KDa

66KDa

!E

45KDa

f &

30KDa

Figura 18: A. gel SDS -PAGE 12% mostrando a purificacdo da lipase de X. fastidiosa. B. Western blotting
utilizando anticorpo anti-cauda de histidina com proteina solubilizada em tamp&o Ureia 6M e imidazol 30mM.
1.Marcador de peso molecular (M). 2 a4 10 correspondem as aliquotas eluidas em tampao Uréia 6M e imidazol

80mM. A seta indica a presenga da proteina apds a purificagdo e a sua detecgdo em Western blotting.

4.7 — Curvas de crescimento com inducdo em diferentes temperaturas

Observando-se as baixas concentracbes de lipase obtidas durante o crescimento
celular e sabendo que a concentragéo de proteina sollivel e ativa poderia ser influenciado pela
temperatura na qual as coldnias foram crescidas, curvas de crescimento foram feitas em trés

temperaturas para avaliar a produgdo da enzima nas diferentes temperaturas (Figura 19).

47



RESULTADOS E DISCUSAQ

30°C
2

'Du? 1,5

<

a

o 05
0 1 (I T T T T T T T T T T T | 0 T gy W L T T quer T 1 1 3T e Y
AR A LI R R R A L& ELEE L

Tempo de inducéo l Tempo de indugéo

—e—BI21 ||

i
5
0
1< —=— Pet
a
s Xf5
| —%—=Xf7 |

Y G IR R
| Tempo de indugéo

Figura 19: Gréficos |, Il e Ill referentes as curvas de crescimento — BI21 se refere as coldénias de bactérias sem
nenhum vetor introduzido. Pet se refere & coldnia transformada apenas com o vetor sem inserto e Xf5 e Xf7 sao

duas colénias selecionadas e que expressam o gene da lipase

Com estas curvas observou-se que existe um padrdo no crescimento das coldnias.
Quando em temperatura mais baixa o crescimento inicial € um pouco mais demorado. E
curioso notar que a transformante XF5, a qual expressa a proteina de forma mais constante
ao longo das diversas indugdes feitas, apresenta uma redugéo na curva de crescimento em
todas as condicdes analisadas. Isso poderia indicar que essa proteina apresenta alguma
toxidez para as células, o que faria sentido uma vez que trata-se de uma lipase de amplo
espectro que esta sendo produzida intracelularmente. Lipidios da propria membrana talvez
estejam sendo degradados. Essa toxidez explicaria a baixa expresséo dessa proteina na
bactéria e o fato dela permanecer em corpos de inclusdo, evitando-se assim concentragdes

letais da proteina soluvel.
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A expressao dessa proteina nao foi encontrada nas analises de proteoma feitas com X.
fastidiosa [58], indicando que ela poderia ter um baixo padrdo de expressao ou mesmo nao ter
sido detectada nesse estudo.

A expressao do gene nas diferentes temperaturas nao apresentou variagao significativa

em geis de SDS-PAGE (dados nao apresentados).

4.8 — Teste de atividade com a proteina purificada

O primeiro teste com a enzima purificada foi realizado utilizando-se 30 ug de amostra
purificada, cuja concentragao foi determinada pela reacdo de Bradford. As reacdes foram
feitas a 37°C por 30 minutos, em duplicatas e o valor da atividade foi estimado pela titulacao
com NaOH 0,02N.

Tabela IX: Valores das titulagdes e da atividade das amostras de proteina lipXF1 purificada.

Valores em mL das titulacdes’

Controle Duplicata 1 Duplicata 2 A? Atividade Atividade
(U=pMol/min) (U/ug)
Lipase de 7,0 8,0 8,1 1,05 11,666U 0,3888
P.aeruginosa
Lipase de 6,5 7.0 7.0 0,5 555U 0,1851

X. fastidiosa

Volume de NaOH utilizado na titulagao; “Diferenca entre valores de titulagao dos controles e a média das duplicatas

Foram realizados testes com a proteina purificada na tentativa de se estabelecer uma
concentragcao ideal dessa proteina para efetuar estudos de pH 6timo e temperatura. A
proteina foi quantificada utilizando-se o método de Bradford e o teste foi realizado utilizando-
se varias concentracdes de proteina purificada.

Uma nova purificacdo foi feita e a concentragao estimada pela reagéo de Bradford foi
de 0,5ug/ul.

O teste continha 268 pi de tampao fosfato pH 7.5, 30 pl de dleo de oliva e as diferentes
concentracbes de proteina, que correspondiam para cada teste: 1ug, 5ug, 10ug, 15ug, 20ug,
25ug, 30ug, 35ug e 40 pg. O controle negativo foi feito com 220 pl de tampé&o fosfato pH 7,9,
30 ul de dleo de oliva e 80 ul de tampao contendo proteina purificada (o equivalente a 40ug de
proteina), sendo que efetua-se a adigdo de Acetona/Etanol (1:1) antes para depois se incubar

a 37°C por 30 minutos. O controle positivo foi feito utilizando-se 50ug de proteina pura de
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Pseudomonas aeruginosa (Alkimia) e a titulacéo foi feita com NaOH 0,01N o tempo de reagao
foi de 30 minutos & temperatura de 37°C.
Todos os testes foram feitos em duplicatas e os resultados se seguem abaixo (Figura

Figura 20: Teste em duplicada da atividade utilizando varias concentragdes de proteina purificada. CN controle
negativo, 1 teste contendo 1 ug de proteina, 2 teste contendo 5 ug de proteina, 3 teste contendo 10 ug de
proteina, 4 teste contendo 15 ug de proteina, 5 teste contendo 20 pg de proteina, 6 teste contendo 25 pg de
proteina, 7 teste contendo 30 ug de proteina, 8 teste contendo 35 ug de proteina, 9 teste contendo 40 pg de
proteina, CP controle positivo contendo 40 ug da proteina comercial.

Os resultados desse experimento demonstraram a atividade lipolitica da enzima, sendo
o aumento da turbidez causado pela liberacao de acidos graxos no meio. Esse incremento foi
proporcional ao aumento da concentracao da proteina purificada na reagédo. Entretanto, os
valores das titulacées feitas para determinar a atividade especifica da enzima nao refletiram
esse resultado (tabela X). Ao contrario, a titulagao apresentou um resultado inverso, ou seja
uma menor quantidade de NaOH era necessaria para a virada de pH quanto maior a

quantidade de proteina purificada.
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Tabela X: Determinac@o da concentrag&o étima de atividade da lipase de X. fastidiosa.

Valores em mL das titulagbes

Controle Dupiicata 1  Duplicata 2 A* Atividade Atividade
(U=nMol/min) (U/ug)
Lipase de 0,8 24 2,0 1.4 9,33 0,1866
P.aeruginosa
Amostra 1 0,8 1,01 1,0 0,205 68,33 68,33
(1ug)
Amostra 2 0.8 1,0 0,94 0,17 11,33 2,266
(Sug)
Amostra 3 0.8 1,0 1,0 0,2 6,666 0,666
(10ug)
Amostra 4 0.8 0.95 0,95 0,15 3,333 0.222
(15u9)
Amostra 5 0,8 0,94 0,94 0,14 2,333 0,1166
(20u9)
Amostra 6 0,8 0,92 0,92 0,12 1.6 0,0644
(25u9)
Amostra 7 0,8 0,91 0,88 0,095 1,05 0,0355
(30ug)
Amostra 8 0,8 0,85 0,86 0,06 0,5714 0,0166
(35ug)
Amostra 9 0,8 0,85 0,84 0,045 0,375 0,009
(40ug)

*Diferencga entre valores de titulagdo dos controles e a média das duplicatas

A razao provavel para iss‘o deve ser o tratamento agressivo feito com uréia para a
solubilizag&o da proteina. Embora a mesma tenha sido purificada e dialisada, & possivel que
as quantidades que permaneceram perturbem a titulagdo. Nos experimentos feitos com
extrato protéico, embora a solubilidade da proteina seja reduzida, nao foi adicionado nenhum
agente denaturante. Talvez por isso medidas de atividade tenham sido possiveis.

Assim sendo, a atividade apresentada na tabela X tem que ser observada com reserva,
considerando esse complicador. Possivelmente a presenga de contaminantes deve afetar a
atividade da enzima, nao devendo esse experimento ser usado para uma avaliacdo acurada
da atividade especifica da mesma.

Os testes realizados com extratos protéicos demonstraram a diferenca entre os
controles e os induzidos (Fig. 20), comprovando que, apesar de ndo ser possivel se observar
proteina no sobrenadante, uma pequena porcentagem estava ativa no meio de cultura. Com
isso, em vista da dificuldade de se proceder os testes de atividade com a enzima purificado,
decidimos avaliar as condigbes para atividade 6tima da enzima (temperatura e pH) usando o

extrato bruto.
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4.9 — Teste com diferentes pHs e temperaturas utilizando o extrato bruto da lipase
de X. fastidiosa

Testes de atividade utilizando o extrato bruto (precipitado celular sonicado e
ressuspendido em tampédo fosfato de potassio pH 7.0) foram realizados utilizando as
temperaturas 30, 50 e 65°C, e os pHs 7,0; 8,0 e 9,0, como descrito no item materiais e
metodos. Esses valores de temperaturas e pHs foram escolhidos de acordo com a observacao
do trabalho de Gilbert (1993), que faz um resumo das propriedades bioquimicas das diversas
lipases de Pseudomonas.

Para o teste foi utilizado extrato do tranformante XF5 induzido, sendo a bactéria BL21
n&o transformada utilizada como controle negativo. Células foram crescidas a 37°C até OD 0,6
e induzidas. Apds 4 horas as células foram precipitadas, ressupendidas em tampéao fosfato de
potassio pH 7,0 na proporgao de 5 ml para cada 1,5 g de células. As células foram sonicadas,
novamente precipitadas e o sobrenadante descartado. O precipitado foi entao ressuspendido
como na etapa anterior, sendo ajustados para a concentragao de 0,07g/ml, e submetido aos
testes de atividade (Tabela Xl e XII).

Tabela XI: Atividade do extrato bruto sonicado em triplicata de BL21 nas temperatures de 30°C, 50°C e 65°C
utilizando os pHs 7.0: 8.0 e 9.0.

Valores em mL das titulacdes

Controle 1 2 3 A* Atividade Atividade
(U=uMol/min) (U/g)
BI21 33,8 33,7 33,8 334 -0,16 0 0
pH7.0
BI21 16,8 17.1 17.1 16,9 0,23 0,07 0,8
30°C pH 8.0
Bi21 227 2286 22,8 22.8 0,033 0,011 0.1
pH 9.0
BI21 30,3 30,3 30,2 30,3 -0,033 0 0
pH 7,0
. Bi21 15,8 15,6 15,8 15,9 -0,033 0 0
50°C pH 8.0
Bi21 21,5 216 21,6 214 0,033 0,011 0,10
pH 9.0
Bl21 30,1 30,2 30,2 30,4 0,16 0,0533 07
pH 7.0
. Bl21 15,9 16,2 16 16,1 0,2 0,0666 0,9
65°C pH 8.0
Bi21 20,5 22* 20,6 20,5 0,53 - 0,1766 2,56
pH9,0

*Diferenga entre valores de titulagdo dos controles e a média das duplicatas

52



RESULTADOS E DISCUSAQ

Tabela XII: Atividade do extrato bruto sonicado em triplicata do clone XF5 nas temperatures de 30°C, 50°C e
65°C utilizando os pHs 7.0; 8.0 e 9.0.
Valores em mL das titulagbes

Controle 1 2 3 A* Atividade Atividade
(U=uMol/min) (U/g)
PETXF5 30,8 30,9 30,6 31,2 0,1 0,033 0,476
pH 7.0
PETXF5 16,9 16,5 16.9 17.3 0 0 0
30°C pH 8.0
PETXF5 21,5 21,0 254 245 2.1 07 10
pH 9,0
PETXF5 32,5 35,5 36 35,2 3,066 1,02 14,60
pH7.0
PETXF5 17.8 19.3 19 19,1 1.3 0,4333 6,19
50°C pH 8.0
PETXF5 24 8 26 4 26,5 27 .4 1,9 0,6333 9,0476
pH 9,0
PETXF5 30 31,2 31,5 31,4 1.3 0,4333 6,19
pH 7,0
PETXF5 16,5 17,1 18,1 17,3 1 0,3333 4,7619
65°C pH 8,0
PETXF5 245 255 256 26 12 0.4 57142
pH 9,0

*Diferenca entre valores de titulagdo dos controles e a média das duplicatas

Estes resultados indicam que a lipase de X. fastidiosa clonada em E. coli apresenta
uma atividade 6tima em pHs alcalinos e temperaturas mais altas, comprovando ainda mais a
sua semelhanca com as lipases de Pseudomonas sp.

Sendo assim passamos para a segunda fase da clonagem do gene da X. fastidiosa, so
que agora em levedura, esperando assim uma maior produgao de proteina, o que facilitaria os
testes de caracterizacao ja que os niveis de expressao em E. coli se mostraram abaixo de

esperado.

4.10 —Clonagem no vetor pPIC9K

O primeiro passo foi a subclonagem do gene da lipase em pGEM-T Easy para facilitar a
sua digestao com as enzimas de restricao especificas que direcionariam a sua clonagem no

vetor de expressao pPIC9K.
A figura 21A mostra a amplificacdo do gene /lipXF1 de Xylella e o PCR para

confirmacgao do insercao do fragmento em pGEM-T.
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Figura 21: A - Amplificagdo do gene lipXF1 utilizando oligonucleotideos especificos. 1e10 - Marcador de peso
molecular AHindlll 2 - Colénia azul 3 a 6 - Coldnias brancas 7 - PCR de DNA gendmico de Xylella 8 - ligagao
pGEM-T lipXF1 e 9 — lipXF1 purificado por concert a partir de PCR. B- Digestao de alguns clones pPICSk-lipXF1.
1 - Marcador de peso molecular AHindlll 2 — pPIC9k digerido 3 — coldnia 54 4 — colénia 55 5 — colénia 56 6 —

coldnia 57

As colénias positivas foram digeridas com as enzimas de restricdo EcoRIl e Nofl e o
fragmento ligado ao vetor pPIC9K. Esses vetores foram transformados em E.coli e alguns
foram escolhidos para teste de restricdo com as mesmas enzimas utilizadas na clonagem
(Figura 21B).

Um PCR com colonias positivas foi realizado para comprovar a existéncia do inserto

(Figura 22).

12 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 ‘_2-6 27 28 29 30

Figura 22: PCR de alguns clones pPIC9k-lipXF1. 1 e 16- Marcador de peso molecular AHindlll 2 — H,O 3 — DNA
genomico de X. fastidiosa 4 — pPIC9K; § — lipXF1 purificado; 6 ao 15 coldnias E1 — E10 e na segunda linha do

17 ao 30 coldnias E11 até F12 referentes a uma placa de 96 pocinhos
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As colénias testadas com PCR foram entdo seqiienciadas para identificar se a
orientacao do gene e a identidade da lipase de X. fastidiosa. No seqiienciamento algumas
amostras ndo mostraram identidade com o gene da lipase e foram escolhidas quatro colénias,
sendo elas denominadas de 57, 58, 59 e 60. Estas colénias tiveram seus vetores extraidos
por lise alcalina e foram entdo preparados para a digestao ou com Sall e/ou com Bglll. O
resultante dessa digestéo foi usado na transformacgao de P. pastoris.

Para diferenciar os clones de levedura transformantes é necessario crescer as células
em dois tipos de meio de cultura, contendo glicose e metanol (indutor do promotor pAOX)e
observar o seu crescimento. Os clones positivos tém um crescimento mais lento em metanol
pelo fato do gene Aox estar inativado com a introdugdo do gene de interesse.

Somente algumas coldnias de Pichia foram obtidas a partir da clonagem com o vetor
pPIC9K-lipXF1extraido das colénias de E. coli e digeridos com Bglll para transformacao.

Essas coldnias foram entdo selecionadas.

4.11 — PCR de coldénia das leveduras transformadas

Apobs a transformagéo as leveduras foram plagqueadas em meio minimo YNB contendo
sem o aminoacido Histidina, que é a marca de selegéo para os clones positivos. As colonias
que cresceram em 2 dias de estufa foram usadas para PCR de col6nia. A figura 23 mostra o

resultado com o PCR de coldnia.

Figura 23: PCR de colonia das leveduras transformantes com pPICOK-LipXF. Primeiro gel: 1 - Marcador de peso
molecular AHindlll 2 ao 9 colénias controle negativo, transformadas s6 com o vetor pPICSK 9 ao 15 — colénias
transformadas com o vetor proveniente da colénia 59 de E. coli digerida com Bglll. Segundo gel: 1 - Marcador de peso
molecular AHindlll 2 ao 6 do terceiro gel continuagéo de colénias positivas transformadas com o vetor proveniente da
colénia 59 de E. coli digerida com Bglll. Terceiro gel: 1 - Marcador de peso molecular AHindlll 7 ao 19 colénias positivas
transformadas com o vetor proveniente da coldnia 60 de E. coli digerida com Bgl/l|
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4.12 — Teste de atividade em placas de rodamina

A Rodamina B é um corante que detecta a presencga de acidos graxos livres no meio de
cultura e foi aqui utilizado para detectar a atividade lipolitica da lipase de X. fastidiosa.

As colbnias positivas foram repicadas em placas YNB contendo Rodamina B, 6leo de
oliva comercial (galo) que servira como substrato para a degradacéo pela lipase e metanol
como agente indutor da atividade do promotor pAOX.

O resultado destas placas foi negativo, ou seja nao houve formacado do halo de
degradacao indicando que caso a proteina estivesse sendo produzida, ndo estava sendo
exportada para fora da célula. Isso era esperado, uma vez que esse vetor de expressao
possui no seu inicio o peptideo sinal fator o, responsavel por sinalizar a exportacdo da

proteina para o meio de cultura.

4.13 - Confirmacao da presenca do inserto no genoma das leveduras

transformantes

Para confirmar se o vetor transformado nas leveduras havia se integrado ao genoma foi
extraido o DNA gendmico de 18 coldnias e uma hibridizacao foi realizada com esse material
(Figura 24).
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A 123456 7 8910 111213141516 17 18 lipXF1

Figura 24 — Hibridizagéo de 18 colbnias de levedura transformantes. As setas indicam hibridizacéo positiva.

Como se pode observar na figura 24, somente 3 coldnias (2, 7 e 10) apresentaram o
inserto. Isso pode ser devido a ndo baixa pureza da sonda ou por ser um método menos
sensivel que o PCR. Mas néo se pode descartar que as outras col6nias que nao deram sinal
no Southern Blotting ndo possuam o gene dentro do seu genoma em numero de copias baixo

e insuficiente para ser detectado.

4.14 Northen Blotting das leveduras transformantes

Com a confirmacdo de que as col6nias 2, 7 e 10 apresentavam o gene /ipXF1no seu
genoma foi realizada uma cinética para se analisar a transcrigdo do gene /ipXF1 em diferentes

tempos: Omin, 60 min, 120 min; 180min.

57



RESULTADOS E DISCUSAQ

Col 2 Col 7 Col 10 Col 6 GS115

() IR S (RIS 2 O 3 W) 0| SN DR S (DRI SRS 008 S B2 8 (D2

Figura 25: Hibridizagdo utilizando-se amostras de RNA extraido das colénias 2, 7, 10, e 6 e RNA de levedura
sem vetor(GS115), nos tempos de indugdo To=0, T;=60min, T>=120min e T3=180min apds a indugdo com
metanol. O controle positivo é o produto de PCR de /ipXF1.

A hibridizacdo do Northern Blot obtido a partir dessas coletas nao apresentou nenhum

traco de producao de mRNA como é observado na figura 25.

4.15 Testes de atividade com as leveduras

Os testes de atividade com levedura foram feitos utilizando o precipitado celular e o
meio de cultura restante da centrifugacao. Para as colénias selecionadas para Southern Blot e
Northen Blot, apos 3 horas e 6 horas de indugcdo nao foram observados tragos de atividade,
sendo que o valor da titulagdo ficou igual ao obtido com precipitado celular e o sobrenadante

provenientes de leveduras controles sem o inserto.
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No momento a unica conclusao em que se pode chegar tendo em vista a analise dos
experimentos aqui descritos € que a enzima possui atividade lipolitica quando expressa em
bactérias tendo preferéncia por pHs alcalinos e temperaturas mais aitas. Em P. pastoris ainda
nao foi comprovado a expressao do gene /ipXF1 tanto no teste com a placa de Rodamina B

como na hibridizagao por Northern Blotting.
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5 — CONCLUSOES

1. A ORF identificada como uma provavel lipase em X. fastidiosa apresenta o sitio
catalitico formado pela triade AXSXG, sendo encontrado conservado como se pode observar
pelas comparagdes da sua seqiéncia de aminoacidos com as de outras lipases através de
estudos de similaridade. As analises comparativas utilizando os programas pSORT e pFAM
assim como os alinhamentos com outras lipases utilizando o programa ClustalWW confirmam as
predicdes de ser uma lipase, porem nac apresenta peptideo sinal para secregdo e sim para
enderecamento interno na bactéria. O programa pFAM caracteriza essa lipase como uma da
subfamilia 2 reconhecida como de enzimas secretadas.

2. A expressao em do gene /ipXF1 em E. coli demonstrou que esse gene possui
atividade lipolitica. A baixa expressao e sua provavel inativagao pelo uso de uréia como
agente caotropico para sua solubilizagdo ndo permitiu um estudo mais detalhado da atividade
da enzima pura. No entanto, o uso de extrato de lipase bruta (contida no precipitado sonicado
das células induzidas) permitiu avaliar a preferéncia dessa lipase por meios alcalinos e
temperatura elevada, o que era esperado devido a sua grande similaridade com as lipases
produzidas pelas bactérias do género Pseudomonas, as quais também apresentam essas
caracteristicas.

3. Por ser uma proteina muito similar as proteinas de Pseudomonas que apresentam
complexos sistemas de secrecdo e dobramento de suas enzimas um fato que deve ser
considerado € a possivel ineficiéncia da bactéria E. coli em processar corretamente a
transcricdo dessa enzima, além da cauda de histidina da proteina de fusao produzida pelo
vetor pET32a aumentar a dificuldade de processamento e dobramento correto e secregao da
mesma. Mesmo assim a proteina apresentou atividade, demonstrando a sua capacidade de
ter o seu sitio ativo mesmo em condi¢oes fora das ideais.

4. A expressao em P. pastoris se mostrou ineficiente, fato esse que pode ser atribuido
ao pouco tempo de inducdo analisado (apenas 3 horas de indugdo total). Como pode ser
observado em outros trabalhos com essa levedura, a produgdo de RNA é obtida as vezes
somente 24 horas apos a indugdo. Para comprovar a ineficiéncia na produgao da proteina em

P. pastoris ensaios mais longos, com 24 a 48 horas de indugao devem ser efetuados.
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6 — PERSPECTIVAS FUTURAS

A enzima denominada lipXF1 (ORF 1181) apresenta um grande potencial de utilizagao
industrial devido as suas propriedades muito similares aquelas das lipases de Pseudomonas,
conhecidas por serem empregadas principalmente na industria de detergentes e quimica fina.
Entretanto, para a sua utilizacdo industrial estudos adicionais sdo necessarios visando a
producao da enzima em uma forma secretada e por organismos mais adequados que a E.
coli. Possivelmente, na propria P. pastoris, cujo potencial nao foi esgotado neste trabalho. E
ainda possivel que o uso dessa enzima exija a co-expressao de genes auxiliares visto que as
lipases produzidas pelas Pseudomonas possuem trés tipos de secrecdo e dois deles
dependem de proteinas adicionais que ajudam no processamento da modelagem correta
como é o caso dos genes Lifs que cooperam com a correta modelagem da proteina € com a
sua secre¢ao da bactéria via os complexos de secregcdo Sec e Xcp.

Outra perspectiva para esse novo gene € a utilizagao em estudos que empregam a
evolugéo direcional de proteinas, onde sua sequéncia podera ser combinada a de outras
proteinas e uma selecdo por um gene que expresse a caracteristica desejada de lipase em
conjunto com peptideo sinal responsavel pela sua secregdo na forma ativa independente da
necessidade de outros genes para o seu processamento.

Em resumo, o presente trabalho indica o potencial biotecnolégico da lipase da X
fastidiosa, recomendando que sejam feitos esforgos para a sua produgédo em larga escala

utilizando vetores para a secrecdo em organismos mais eficientes que E. coli.
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