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ALMEIDA, Vivian Kelen Gongalves. Desenvolvimento de um sistema epissomal
de amplo espectro para bactérias lacticas. 2025. 52 paginas. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagcdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

O desenvolvimento de vetores extracromossOmicos mais seguros, regulados e
eficientes tem sido um dos projetos de estudo na area de pesquisa biotecnolédgica no
cenario atual, haja visto suas significativas aplicagdes, seja na formulagdo de um
sistema voltado para a terapia imunogénica, ou para o uso industrial e entre outros.
A construgdo do sistema epissomal deste trabalho em questdo, utilizando como
modelo in vivo a bactéria Liquorilactobacillus vini JP 7.8.9, tem potencial abrangente
de contribuicdo consideravel para a engenharia genética aplicada a bactérias
acido-lacticas, onde elas tém sua relevancia em seu aproveitamento na industria de
alimentos fermentados e na producéo de probidticos. Esse sistema foi sintetizado a
partir da obtencado e caracterizagcdo dos replicons de plasmideos nativos de L. vini
JP 7.8.9, onde esses replicons consistem no gene repA e na sua origem de
replicacéo. Os replicons foram inseridos no vetor integrativo derivado de Escherichia
coli DH10B, o pRV-300, para a construcdo de um vetor recombinante funcional. O
sistema epissomal resultante foi idealizado para apresentar um amplo espectro de
aplicacao e carrear genes de escolha para diferentes espécies de bactérias lacticas.
As espécies selecionadas para este estudo incluem Lactococcus lactis, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus,
onde apresentam caracteristicas que favorecem seu uso no setor industrial bem
como O uso para aplicagdes probidticas e, expdem significativa relevancia nos
estudos biotecnoldgicos. Essas foram submetidas a processos de transformacéo
seguido de avaliacdo da capacidade e analise de estabilidade ao incorporar o vetor
recombinante desenvolvido. A funcionalidade de um sistema epissomal de amplo
espectro podera viabilizar aplicagdes de transformagdo em bactérias lacticas
eficientes, e consequentemente, a otimizacdo de processos fermentativos, a
expressao de genes de interesse para a producado de biomoléculas, com aspectos
imunogénicos, e o desenvolvimento de novas cepas com propriedades melhoradas,
atendendo tanto as demandas industriais quanto as cientificas. Este estudo buscou
explorar a variabilidade e estabilidade dos vetores recombinantes em diferentes
hospedeiros lacteos. Assim, os resultados contemplados poderao expandir o uso de
ferramentas moleculares para a manipulagdo de bactérias lacticas, promovendo
avangos em diversas areas da microbiologia aplicada.

Palavras-chave: Genética. Microbiologia. Vetor Plasmidial. Engenharia Genética.
Biotecnologia.



ALMEIDA, Vivian Kelen Gongalves. Development of a broad-spectrum episomal
system for lactic acid bacteria. 2025. 52 pages. Trabalho de Conclusao de Curso
(Graduagéao em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

The development of safer, more regulated, and more efficient extrachromosomal
vectors has been a major focus of research in biotechnology today, given their
significant applications, whether in the formulation of systems for immunogenic
therapy or industrial use, among others. The construction of the episomal system in
this study, using the bacterium Liquorilactobacillus vini JP 7.8.9 as an in vivo model,
has the potential to significantly contribute to genetic engineering applied to lactic
acid bacteria, where they are relevant for their use in the fermented food industry and
probiotic production. This system was synthesized by obtaining and characterizing
replicons from native plasmids of L. vini JP 7.8.9, where these replicons consist of
the repA gene and its origin of replication. The replicons were inserted into the
integrative vector derived from Escherichia coli DH10B, pRV-300, to construct a
functional recombinant vector. The resulting episomal system was designed to offer a
broad spectrum of applications and carry genes of choice for different lactic acid
bacteria species. The species selected for this study include Lactococcus lactis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, and
Lactobacillus rhamnosus, which exhibit characteristics that favor their use in the
industrial sector as well as for probiotic applications, and are of significant relevance
in biotechnological studies. These species underwent transformation processes
followed by capacity evaluation and stability analysis upon incorporation of the
developed recombinant vector. The functionality of a broad-spectrum episomal
system could enable efficient lactic acid bacteria transformation applications and,
consequently, the optimization of fermentation processes, the expression of genes of
interest for the production of biomolecules with immunogenic aspects, and the
development of new strains with improved properties, meeting both industrial and
scientific demands. This study sought to explore the variability and stability of
recombinant vectors in different dairy hosts. Thus, the results may expand the use of
molecular tools for manipulating lactic acid bacteria, promoting advances in various
areas of applied microbiology.

Key words: Genetics. Microbiology. Plasmid Vector. Genetic Engineering.
Biotechnology.
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1. INTRODUGAO

As bactérias acido lacticas sao microrganismos conhecidos pela sua
participacdo na industria de alimentos fermentados e por suas caracteristicas
probioticas quando administrados em quantidades adequadas (Zhang e Cai, 2014;
Mendonga et al 2022). A titulo de exemplo, estd o seu uso para o auxilio na
manutencdo e restauragdo adequada das fungdes digestivas, como na resposta
imune e prevencao de sensibilidade. (Cui, Y. et al. 2015; Kazi, T. A. et al. 2022).
Além da sua aplicacdo em formulagdes de diversos produtos lacteos, elas também
tém sido utilizadas para sintese de macromoléculas e enzimas benéficas a saude,
(Meruvu, Haritha et al., 2023). Ademais, algumas apresentam caracteristicas
antimicrobianas que auxiliam no controle de patégenos com a produgao de biocinas
(Reis et al 2012).

Adicionalmente as aplicagbes biotecnolégicas classicas na industria de
alimentos, seu potencial tem sido ampliado com o auxilio das novas tecnologias.
Através da engenharia genética, novas atividades biolégicas podem ser adicionadas
as bactérias acido lacticas (BAL), onde elas possuem potencial biotecnolégico de
construcdo de vetores recombinantes por meio do seu material genético
extracromossdmico. Os plasmideos sdao moléculas de DNA existentes de forma
independente do DNA gendmico celular, e carreiam genes especificos que, por meio
da sua expressao, atribuem a célula hospedeira caracteristicas que podem
consequentemente dispor de resultados significantes. A presenca do plasmideo em
microrganismos  naturalmente confere ao hospedeiro microbiano maior
competitividade e sobrevida em ambientes desfavoraveis. Podemos observar a agao
de tais plasmideos quando estes tornam as células bacterianas resistentes a
antibioticos, metais pesados, atuam na produgdo de pigmentos, ou até mesmo na
sintese de bacteriocina. (Cui, Y. et al 2015; Coutinho, HDM et al 2022). Entretanto,
um outro fator deve ser considerado sobre os plasmideos: carregar os genes alvos
para producdo de biomoléculas de interesse, como a sintese de proteinas
heterdlogas, sejam elas com o objetivo final imunogénico, denominadas probioticos
vacinais, ou com o principio de aumento da qualidade alimentar, entre outros
beneficios.(Cui, Y. et al 2015; Kazi, T. A. et al. 2022; Szatraj et al 2017).

Tais caracteristica apresentadas por essa molécula de DNA, em especial as
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ultimas supracitadas, ao que diz respeito as aplicagbes biotecnoldgicas, os
plasmideos podem permitir a manipulagdo genética das BAL de modo a ampliar o
desempenho delas, explorando seu potencial como vetores vacinais com a produg¢ao
de antigenos heter6logos de maneira que nao ocasione efeito colaterais por se tratar
de bactérias ndo patogénicas. Essa molécula também pode carregar genes que
sintetizam os subsidios para protecdo da mucosa intestinal e ainda apresentar
resisténcia ao baixo pH e as altas concentragdes de sais (Wang et al 2020; Qiao et
al. 2021).

O presente projeto teve por objetivo desenvolver um vetor recombinante de
amplo espectro, cujo abrange distintas espécies de bactérias lacteas. Esse vetor foi
construido por meio da origem de replicagao e o gene repA dos plasmideos nativos
observados na espécie L. vini JP 7.8.9, uma das bactéria de estudo genético do
laboratério desse projeto, seguindo para insercdo desses replicons no vetor
integrativo pRV-300, derivado de Escherichia coli DH10B. Por conseguinte, esses
vetores recombinantes foram adicionados as espécies competentes de Lactococcus
lactis MG1363, Lactobacillus casei BL23, Lactobacillus plantarum WCSF 1,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus rhamnosus GG que foram
transformadas com a insercdo desse plasmideo de amplo espectro. Posteriormente,
foram efetuadas a anadlise do sistema de replicacdo desses vetores recombinantes,
juntamente com a avaliacdo da estabilidade dos plasmideos nas cepas de BAL

transformantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BacTerias Acipos LAcTicas (BAL)

De acordo com Zhang e Cai 2014, as bactérias acido lacticas (BAL) sao
microrganismos gram-positivos, catalase negativa e fermentadores de carboidratos
com produgédo final de acido lactico. Sdo microaerofilicos, n&o esporulantes,
aerotolerantes, e podem apresentar caracteristicas morfolégicas de cocos ou bacilos
(Zhang e Cai, 2014; Coelho, Marcia et al 2022). Quanto a sua taxonomia, as BAL
compdem o filo Firmicutes, cujo os géneros que elas integram sdo Aerococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella. E imprescindivel ressaltar os géneros Lactobacillus e Lactococcus, visto
que, para construgao dessa pesquisa, algumas de suas espécies foram examinadas
(Motta e Gomes, 2015; Wright et al 2019).

Algumas BAL sdo vitais na industria, onde sao legitimadas como seguras, e
geralmente adquirem o titulo de GRAS (do inglés Generally Recognized As Safe) de
acordo com American Food and Drug Administration (FDA). Elas sdo amplamente
reconhecidas pela sua capacidade de acidificar os alimentos. Esse procedimento é
definido na industria de alimentos como a utilizacdo de culturas iniciadoras,
fundamentais para a fabricagdo de inumeros alimentos fermentados. (Landete, J. M.
2017; Garcia-diez e Saraiva, 2021; Coelho et al 2022). Com essa propriedade, elas
compdem um papel significativo, onde sao responsaveis pela textura, sabor e odor
dos alimentos, possuindo assim como consequéncia fundamental, a melhoria da
qualidade nutricional, com a adigdo de compostos benéficos. (Motta e Gomes, 2015;
Meruvu, Haritha et al., 2023).

A conservagcdo e seguranga dos alimentos também é um dos papéis
importantes das bactérias acido lacticas, ja que a acidificagdo do ambiente e a
producao de bacteriocinas (figura 1) impede a proliferagdo de microrganismos
prejudiciais, nomeados de patogénicos, desempenhando um papel crucial na
seguranga alimentar (Zacharof e Lovitt, 2012). Este processo ndo s6 aprimora a
qualidade dos alimentos, como também diminui a possibilidade de contaminacéao e
prolonga a durabilidade dos produtos, o que os tornam mais seguros para consumo,
evitando a presenca de bactérias patogénicas como Salmonella spp., Listeria

monocytogenes, entre outras. (Wang et al 2015; Garcia-Diez e Saraiva, 2021).
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Outro fator a ser observado sdo as suas caracteristicas probidticas quando
administradas em quantidades adequadas, de modo a promover a melhora na saude
(Mendongca et al 2022). As cepas de BAL que sao classificadas como seguras
permitem seu manuseamento em processos biotecnoldgicos voltados para saude,
como no transporte de proteinas recombinantes terapéuticas e antigenos, sem a
presenca de endotoxinas (figura 5). (Cui, Y. et al 2015; Cano-Garrido et al 2015;
Kazi, T. A. et al. 2022).

Nutrientes
Lactose, Caseina

ACidO | ', H202
Organico _ 0 ‘ Diacetil
Outros

il Metabdlitos
Bactéria BAL

Produtora l
\_ Bacteriocina

( \ Microrganismo

Alvo

Figura 1: Esquema de Sintese de Compostos Metabdlicos pelas Bactérias Acido-Lacticas
Fonte: VINDEROLA, G. 2024 (Adaptado)

2.2 LACTOBACILLUS

Dentre as bactérias selecionadas para este estudo, € relevante ressaltar os
Lactobacillus, o maior género do grupo das bactérias acido lacticas. Esses
microrganismos s&o comumente encontrados em nichos diversos conforme
demonstrado na figura 2, como produtos alimenticios lacteos, com nichos ecolégicos
naturais (plantas e solo), como também s&o hospedeiros de animais € humanos -
localizados na microbiota do trato gastrointestinal (TGl), cavidade oral e trato
urogenital. Eles contribuem na fermentagdo de vinhos, bebidas alcoolicas e
alimentos fermentados (Vinderola et al 2024; Cui, Y. et al. 2015). Segundo Vinderola
et al. 2019, existe uma correlagao entre o nicho em que as BAL s&o encontradas e o

tamanho do genoma das espécies. A exemplo estdo os Lactobacillus que
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adaptaram-se ao TGl e a vagina humana, e obtiveram uma consequente redugao do
genoma e estreitamento do seu habitat. A tese apontada para tal desfecho seria em
razao de uma possivel coevolugdo com seus hospedeiros. Entretanto, para as
bactérias com nichos generalistas, como os Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
casel, 0s seus genomas sao maiores. Tal fator supracitado mostra-se relevante para
compreensao da especificidade desses Lactobacillus a determinados nichos e como
seu papel fermentador e probidtico podem ser explorados para a biotecnologia e
construcéo de vetores (Papizadeh et al. 2017).

Conforme Cui, Yanhua, et al. 2015 as diferentes espécies dos Lactobacillus
podem dispor de 1 a 10 plasmideos distintos a cada cepa. Esses plasmideos
contém tamanhos que encontram-se entre 1,80 kb a 245 kb. As bactérias desse
género sdao amplamente utilizadas para construcédo de vetores com expressao de
genes heterdlogos. Nesse estudo, optou-se pelo uso das espécies: Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e

Lactobacillus vini.

Fezes de animais ou trato intestinal

Humano (incluindo trato urinario, fezes e assim por diante)
~ Vegetais e seus produtos de fermentagdo
Bebida ou material fermentado

Picles ou kimchi

Fermento natural

Laticinios

Material ou alimento a base de carne fermentada

Fonte de cepas isoladas

Silagem ou alimento animal

Ambiente

Composto

0 5 10 15 20 25 30

NUmeros de espécies de lactobacillus

Figura 2: Nichos das espécies de Lactobacillus apresentando distintos nichos ecoldgicos, com

maior presenga no TGl ou fezes de animais. Fonte: Vinderola et al 2019 (Adaptado)

2.3 LacTococcus

O género Lactococcus € extensivamente utilizado em processos
fermentativos por ser um género amplamente caracterizado, onde seu metabolismo

e genoma sao analisados em demasia. Outro fato seria a sua presenga em
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distintos nichos. Logo, esse género apresenta um numero de plasmideos que varia
entre 4-14 plasmideos, com tamanho que pode ser de 0,80 kb a 80 kb. Seu
genoma é relativamente extenso, entre 2250 Mbp a 2600 Mbp. Dentre as espécies
desse género, Lactococcus lactis é a mais explorada, sendo aplicada
principalmente na fermentagdo de leite e queijo. Da mesma forma, Lac. lactis é
reconhecida também por sua capacidade de sintetizar bacteriocinas, como
demonstrada na figura 1, e exopolissacarideos, que podem inibir a formacao de
biofilme de bactérias patogénicas. Desse modo, ela tornou-se altamente valorizada
na industria de alimentos e biotecnologia (Papagianni, M. 2012; Cui, Y. et al. 2015;
Cirkovic, |. et al. 2016).

Lactococcus também possuem um potencial como carreador de proteinas
terapéuticas, o que a torna uma ferramenta extensamente utilizada para aplicagdes
na biotecnologia recombinante. Seu uso diversificado esta diretamente ligado ao

seu genoma bem caracterizado e amplamente sequenciado. (Tavares et al. 2020).

2.4 APLICACOES DAS BACTERIAS AcIDO LACTICAS NA BIOTECNOLOGIA

Como relatado anteriormente, as bactérias acido lacticas contém atributos
inatos que sado cruciais para o seu manuseio em biotecnologia. Algumas dessas
bactérias sao classificadas como seguras, produzem acido lactico como metabdlito
do processo de fermentacéo de agucar (figura 3) e contém propriedades probiodticas.
Elas sdo atuantes na industria alimenticia até a area da saude humana. (Landete, J.
M. 2017)

Segundo Garcia-diez e Saraiva, 2021, na industria as BAL sdo extensamente
utilizadas em processos fermentativos como Culturas Iniciadoras (do inglés, Starter
Cultures) de alimentos para o consumo humano e animal como queijo, leite e
iogurtes a partir de produtos primarios como carne, cereais e vegetais. Essas
bactérias conferem caracteristicas especificas de aparéncia, textura, aroma e sabor,
devido a produgao do acido lactico, componente fundamental para acidificar o meio
e emulsificar a proteina do leite, bem como a producido de diacetil e acetaldeido
(Figura 3), que também influenciam no sabor e aroma dos alimentos (Papagianni, M.
2012). Elas exercem um papel no aumento da qualidade nutricional, visto que as
mesmas detém a capacidade de aumentar a biodisponibilidade de determinados

nutrientes e de produzir compostos benéficos para a saude, como vitaminas e
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peptideos bioativos (Meruvu, Haritha et al., 2023).
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Figura 3. Tipos de fermentagdo pelas bactérias acido lacticas. A) Homofermentagdo: via
metabodlica da Glicolise, com produto final de acido latico; B) Heterofermentagéo: via metabdlica
das pentoses-fosfatos, com producao final de acido latico, etanol (ou acido acético) e CO..
Fonte. Reis et al 2012 (Adaptado)

Outro aspecto relevante é a capacidade de atuacdo das BAL na
biopreservacdo dos alimentos. A sintese de acido latico e outros compostos
antimicrobianos, como bacteriocinas (polipeptideos sintetizados pelo ribossomo),
peroxido de hidrogénio, acido acético, acido benzoico e propidnico (figura 3) inibem

o crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes. Devido a competi¢ao
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por nutrientes e da producdo desses metabdlitos antimicrobianos, as BAL tornam
mais dificil a sobrevivéncia desses microrganismos (Coelho, Marcia et al 2022; Reis
et al 2012). Essa propriedade é de grande interesse na industria de laticinios, pois
permite o aumento da vida util dos produtos, evitando o crescimento de patégenos e
garantindo a seguranga alimentar. Haja visto o amplo desenvolvimento de
resisténcia bacteriana patogénica atualmente, é possivel constatar que essa € uma
significativa qualidade para uso de tais bactérias, cujo seu desempenho auxilia com
a crescente demanda por alimentos mais naturais e saudaveis. (Coelho, Marcia et al
2022; Meruvu, Haritha et al., 2023).

2.5 VETORES E SUAS APLICACOES

Segundo Resende e Soccol 2015, o vetor € uma molécula de DNA capaz de
transportar a sequéncia génica a ser clonada para o interior da célula, ou permite a
expressdo de proteinas recombinantes em células hospedeiras, sendo um dos
primeiros vetores construidos por meio dos plasmideos (DNA circular dupla fita
autorreplicantes) naturais de Escherichia coli, como o vetor pBR322 (Figura 4).
Existem outros tipos de vetores como os comideos ou os derivados de
bacteriéfagos, entretanto para essa pesquisa importa que os plasmideos sejam
melhor abordados. Essa molécula deve conter alguns elementos, como
demonstrados na figura 3 e tabela 1, essenciais para sua replicagdo. Os plasmideos
que sao utilizados para clonagem dos genes inseridos no DNA sdo denominados
Vetores de Clonagem. Ja os plasmideos que traduzem o gene inserido ao seu DNA
em RNA mensageiros estaveis, e sintetizam as proteinas recombinantes, sao
classificados como Vetores de Expressdo. Esse Uultimo supracitado detém a
necessidade da presenga da regido promotora e regido codificadora, entre outros
(Resende e Soccol 2015).

No que se refere as bactérias acido lacticas, elas tém sido participante
atualmente nas formulacbes de diversos produtos lacteos como mencionado
anteriormente, e detém também uma consideravel capacidade para construcdo de
vetores. Hodiernamente, as BAL sao extensivamente exploradas para a sintese de
proteinas recombinantes, isso se deve n&o apenas a sua eficiéncia, como também
dado seu papel no bem-estar humano, ndo conferindo risco a saude humana.
Segundo Kazi, Tawsif Ahmed et al. 2022, os BAL sdo considerados candidatos

emergentes para a expressdo de proteinas de relevancia médica, industrial e
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biotecnoldgica. A titulo de exemplo esta o seu uso para o auxilio na manutencgao e
restauragcao adequada das fungdes digestivas perante o cancer colorretal, infecgoes
virais, parasitarias e de bactérias patogénicas, diabetes, doencas autoimunes (como
a Doenca de Crohn) e, imunizagdo de mucosas por meio de anticorpos e antigenos,
como pode ser observado na figura 5 e figura 6. Igualmente deve ser pontuada a

sua aplicagao alimentar e nutricional. (Cano-Garrido, O. 2015; Kazi et al. 2022).
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Sall (651)

(3736) Pvul
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Nrul (974)
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4361 bp

Figura 4: Vetor de Clonagem pBR322: plasmideo natural de Escherichia coli
Fonte: Resende € Soccol 2015 (adaptado)

Tabela 1: Elementos Fundamentais para Clonagem, essenciais para replicagdo

Elementos Funcdo
Origem de replicacdo Permite a propagacdo do vetor

Confere  resisténcia a um
Marcador de selegdo determinado antibidtico

Sitio Multiplo de Clonagem (MCS) Permite a insercdo da sequéncia
codificadora de interesse.

Fonte: Autor
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Todavia, as limitagdes relacionadas a aplicagdo das BALs a engenharia
genética estdo concernentes ao uso restrito dessas bactérias a aplicacdes de baixa
complexidade, dado a disponibilidade recente de ferramentas moleculares, onde
ainda ha uma falta de sistemas eficazes de expressdo génica para as BAL e,
quando desenvolvidas, ha um uso restrito a alguns seletos grupos de cepas de
lactobacilos, como L. casei e Lac. lactis. Haja vista tais fatores, um vetor de amplo
espectro estavel para as diversas bactérias lacticas com diferentes aplicagbes com
replicons obtidos de uma bactéria lacteas foi o enfoque desta pesquisa visando

sanar esses impasses supracitados.(Kazi, T. A. et al. 2022)
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Figura 5: llustragdo da construgéo e o uso das Bactérias Acido Lacticas por meio da via de
administragdo oral para aplicagdes médicas. Fonte: Cano-Garrido, O. et al 2015 (Adaptado)
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BAL Célula epitelial

Lamina prépria

1' cos-

Linfonodo Mesentérico

Figura 6: Esquema de Ativacdo Imunoldgica por Bactérias Acido Lacticas recombinantes
presentes no Sistema Intestinal: a fagociose das BAL pelas células dendriticas, ou o contato
com as BAL por essas células, torna possivel o transporte dos antigenos para o linfonodo
mesentérico, onde ocorre a resposta das células T e ativagédo das células B.

Fonte: Qiao, N. et al. 2021 (Adaptado).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um vetor de amplo espectro para bactérias laticas.

3.2 OBJETIVOS EspPECiFIcos

1. Identificar sistemas de replicagcdo e segregagao plasmidial no genoma de L.
vini JP 789.

2. Construir um sistema plasmidial piloto com os sistemas de replicagdo e
segregacao de plasmideos naturais presentes em L. vini JP 7809.

3. ldentificar o espectro de espécies em que os sistemas de segregacdo e
replicagao sao funcionais.

4. Determinar a estabilidade dos sistemas de segregacgao e replicacdo em cada

especie.
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4. METODOLOGIA

4.1 MicrorGANISMOS E CoNDICOES DE CULTIVO

Foram utilizados no trabalho as linhagens de Escherichia coli DH10B,
Lactococcus lactis MG1363, Lactobacillus casei BL23, Lactobacillus plantarum
WCSF 1, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e Lactobacillus rhamnosus GG,
cedidas pelo Lactic acid bacteria and probiotic laboratory (IATA-Espanha) em
colaboracdo, e atualmente presentes na colecdo do Laboratério de Genética de
Microrganismos (LGM). Adicionalmente, foi utilizada a linhagem JP 789 de
Lactobacillus vini. As linhagens de lactobacilos foram cultivadas em meio MRS
(Merck®) a 37°C em culturas estaticas. A linhagem de Lac. lactis MG 1363 foi
cultivada em meio M17 (Oxoid) com 0.5% de glicose (M/V) a 30°C em cultivos
estaticos. A linhagem de E. coli DH10B foi cultivada em meio LB (5 g/L de extrato de
levedura, 5 g/L de cloreto de sddio e 10 g/L de triptona, pH de 7,0) a 37°C a 180
RPM. Para formulagbes solidas dos meios, foi adicionado agar numa concentragao
final de 2% (M/V). Quando necessario, foi adicionado eritromicina (Merck®) ou
ampicilina (Sigma-Aldrich) na concentragdo final de 5 pg/mL e 100 pg/mL,
respectivamente. Adicionalmente, foram utilizadas placas de meio LB
suplementadas com X-Gal e IPTG nas concentragdes finais de 0.2 g/L e 1mM,
respectivamente. Todas as linhagens estdo preservadas a -80°C no Laboratério
Central do Centro de Biociéncias da UFPE, em seus respectivos meios de cultivo
acrescido de glicerol numa concentragao final de 15%. Nos isolados obtidos através
de selecdo por marca de resisténcia, o antibidtico apropriado foi adicionado aos

estoques congelados.
4.2 ANALISE PLASMIDIAL DE LIQUORILACTOBACILLUS VINI

Como fonte doadora dos sistemas de replicacéo e segregagao de plasmideo
e de promotores, foi utilizada a linhagem JP 7.8.9 de L.vini, cujo genoma esta
disponivel (DDBJ/EMBL/GenBank). Como o genoma ndo estd montado e se
encontra apenas na forma de sequéncia de contigs, foi utilizada a ferramenta online

plasmidFinder2.1 (https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/), para identificacao

das sequéncias plasmidiais. Por conseguinte, foi utilizado a ferramenta ori-finder 2.0

(http://tubic.tju.edu.cn/Ori-Finder2/), para identificacdo da origem de replicacdo de


https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
http://tubic.tju.edu.cn/Ori-Finder2/
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cada plasmideo, e a plataforma Proksse (https://proksee.ca/tools/prokka), para

manuseio do genoma.
4.3 ExtrAcA0 DE DNA ToTAL

As bactérias foram cultivadas por 24h, coletadas e submetidas a extragao
plasmatica. Os diferentes procedimentos baseados nos protocolos classicos de
extragao foram testados e otimizados para aumento da eficiéncia de extracao, onde
o protocolo de extracao de DNA por Fenol/Cloroférmio por Sambrook e Green, 2012
foi adaptado e escolhido conforme descrito no anexo A. Em seguida efetuamos a
analise molecular de acordo com protocolos definidos por Sambrook et al 1989, e

utilizamos os primers para amplificagao dos replicons.
4.4 PRreraARO DE CELULAS COMPETENTES E TRANSFORMAGAO BACTERIANA

Foram preparados cultivos em meio de cultivo fresco para as bactérias
lacticas e para E. coli DH10B, de acordo com o descrito no item 4.1. Apos 24 horas,
essa cultura foi utilizada para preparo de células competentes. Para E. coli DH10B, a
partir do cultivo recente, foi realizado um inéculo em novo meio LB fresco numa
proporgcao de 1/50, a DO foi acompanhada até atingir um valor entre 0.55 a 0.6. Ao
atingir a DO indicada, as células foram incubadas em gelo por 20 minutos e,
posteriormente, coletadas por centrifugagdo a 4.000 RPM por 10 minutos a 4°C.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado por inversdo e as células
foram lavadas com solugao estéril de CaCl, a 0.1 M no mesmo volume do cultivo
inicial. Novamente, a suspensao celular foi centrifugada, nas condicbes descritas
anteriormente, o sobrenadante foi desprezado por inversdao, as células foram
lavadas novamente com solucdo de CaCl, a 0.1 M e centrifugadas. Apos a ultima
centrifugacdo as células foram ressuspendidas em solugdo de CaCl, a 0.1 M e
Glicerol 15% numa proporgao de 1/100 do volume inicial de cultivo. Aliquotas de 50
ML dessa preparacdo de células foram estocadas em ultra-freezers a -80°C e
utilizadas até 2 meses apds o preparo.

Para a transformacéao, foi utilizado até 500 ng de DNA plasmidial extraido. O
DNA plasmidial e as células foram homogeneizados gentilmente e incubados em
gelo por 40 minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a um choque térmico de
42°C por 45 segundos e incubada novamente em gelo por 5 minutos. Por fim, foi
adicionado 1 mL de meio SOC (Triptona 20 g/L, Extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,5


https://proksee.ca/tools/prokka
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g/L, KCI 2,5 mM, MgCl, 7 mM, Glicose 20 mM, pH de 7,0) estéril e fresco e as
células foram incubadas a 30°C em agitagdo, como descrito no item 4.1, por 1 h
para recuperacgao. Ao final da incubagao, 200 uL do cultivo foi aplicado na superficie
de placas de meio LB contendo ampicilina e incubadas por 24h a 30°C. Apds o
cultivo, as colénias dos transformantes foram selecionadas aleatoriamente para
testar a presenca da construgao por PCR de colénia, como indicado no item 4.5.

No caso do preparo das células de bactérias lacticas, foram produzidas
culturas de até 24h nos seus respectivos meios, MRS para os lactobacilos e M17
suplementado com 0.5% de glicose (M/V) para a linhagem de lactococcus. Apds o
cultivo, as cepas foram inoculadas numa proporcéo de 1/50 em novo meio de cultura
suplementado com glicina. Exceto para as linhagens de L. plantarum WCSF1 e Lac.
lactis MG 1363, todas as demais foram cultivadas em meio com 2% (M/V) de glicina.
Para L. plantarum WCSF1 e Lac. lactis MG 1363 o meio foi suplementado com 1%
(M/V) de glicina. As cepas foram mantidas em cultivo até atingir a DO de 0.55-0.65,
exceto paras as cepas de L. plantarum WCSF1 que foi cultivada até atingir a DO
entre 0.6-0.65, de Lac. lactis MG 1363 que foi cultivada até atingir a DO entre 0.4-0.7
e L. rhamnosus GG que foi cultivada até atingir uma DO entre 0.4-0.6. Uma etapa
adicional foi realizada na preparagcdo das células eletrocompetentes de L.
rhamnosus GG, ao atingir uma DO de 0.3, foi adicionado ampicilina em
concentragéo final de 10 yg/mL e mantido o cultivo.

Ao atingir as DO necessarias, as células das bactérias lacticas foram
coletadas por centrifugacéo a 4.000 RPM, 4°C por 10 minutos, lavadas com tampéao
de transformacéao, em igual volume de cultivo. Esse passo foi realizado duas vezes e
por fim as células foram ressuspendidas em 1/100 do volume inicial em tampéao de
transformacao, distribuidas 50ul da suspensio celular em microtubos e estocadas
em ultrafreezers a -80°C. O tampao de transformacéo A (Sacarose a 0.3M; fosfato
de sodio a 5 mM a pH de 7.4 e MgCl, a 1mM) foi utilizado para todas as linhagens
de lactobacilos, exceto L. plantarum WCSF1, e o tampao de transformacdo B
[Sacarose a 0.5M e glicerol 10% (V/V)] foi utilizado para Lac. lactis MG 1363. No
caso de L. plantarum WCSF1 a primeira lavagem foi realizada com solu¢ao de MgCl,
a 1 mM e as demais etapas foram realizadas com solugédo de PEG 1500 a 30%
(M/V). Todas as solugbes utilizadas nesta etapa do preparo de células

eletrocompetentes foram preparadas com agua mili-Q.
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Para eletroporagéao, foi utilizado entre 100 — 300ng de DNA plasmidial e os
parametros ajustados para 1500V e 200mA para maioria dos lactobacilos, exceto L.
rhamnosus GG em que foi utilizado 1700V e em L. plantarum WCSF1 em que foi
alterado o valor da corrente para 400mA e mantido o valor de tensao elétrica em
1500V. Imediatamente apds o pulso, as células foram ressuspendidas em meio de
recuperagao, meio MRS suplementado com 2 mM de CaCl,, 20 mM de MgCl, e 0.3M
sacarose. No caso de Lac. lactis MG1363 os parametros de eletroporagcéo foram
2250V de tensao elétrica e 200 mA de corrente e o meio de recuperacéo utilizado foi
o meio M17 suplementado com glicose 0.5% (M/V), sacarose 0.5 M, 20 mM de
MgCl, e 2 mM de CaCl,. As células foram cultivadas no meio de recuperacéo entre 2
a 3h e, posteriormente, 200 pL da suspensdo celular foi distribuida
homogeneamente, com o auxilio de uma alga de Drigalski, em placas de meio MRS.
Para Lac. lactis foram utilizadas placas de meio de recuperagao produzidas com a
adicao de agar, como descrito no item 4.1. Apés as transformagdes, as coldénias em
cada placa foram aleatoriamente selecionadas e testadas por PCR de colbnias para

identificacéo das construg¢des, como descrito no item 4.5.

4.5 DesenHo DE PrIMERS PARA PCR ConveNcioNAL E CONDICOES DE REAGAO

Os primers empregados no trabalho foram utilizados para amplificagcdo dos
elementos genéticos utilizados na construgao do vetor epissomal e para confirmagao
dos transformantes. Os primers foram desenhados manualmente a partir da
identificacdo dos componentes do sistema de replicacdo de segregacdo plasmidial
identificados na analise descrita no item 4.2. Como base da construgao, foi utilizado
o vetor integrativo pRV-300 (Figura 7), replicante apenas na linhagem DH10B de E.
coli que complementa de maneira trans o gene repA ausente no vetor.

Para conversdo do vetor pRV-300 num sistema epissomal funcional em
bactérias lacticas, foi adicionado uma nova origem de replicagdo e um gene repA,
identificados nas analises de bioinformatica. Deste modo, esses elementos
genéticos foram amplificados por PCR utilizando a polimerase de alta fidelidade
Phusion® (Thermofisher). Os primers foram desenhados manualmente e analisados

na plataforma online com os parametros ajustados para Phusion (Im Calculator for

Primers | Thermo Fisher Scientific - US).



https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html.html
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Figura 7. Vetor utilizado como base para construgéo. As flechas indicam a regido ocupada por genes
plasmidiais e a orientacdo da transcricdo. Em azul estd o gene lacZ, em vermelho o marcador de
resisténcia para eritromicina, para selecao de transformantes de bactérias lactica, o gene ermB e em
amarelo o gene marcador de resisténcia a ampicilina, para selegédo de transformantes de E. coli. Em
cinza temos a regido da origem de replicagéo funcional em E. coli.

Fonte: Autor

Cada par de primer foi desenhado para evitar temperaturas de hibridizagao
menores que 58°C e para que cada primer do par tivesse temperaturas de
anelamento proximas, no maximo 1°C de diferenca. O mix padrdo de reacgao foi

composto dos reagentes nas concentragdes finais de 1X do tampé&o da enzima, 0.25
mM de cada dexonucleotideo, 1.2 yM do mix do par de primers, 1.9 mM de MgCly e

1U da enzima, sendo da GOTaq 2 (Promega) ou da Phusion. A ciclagem das
reagcdes de PCR convencional foram compostas de 5 minutos iniciais a 90°C,
seguido de 30 ciclos de 45 segundo a 90°C, 45 segundo a 60°C e 1 minuto a 72°C.
Ao término dos ciclos, as reagdes foram mantidas a 72°C por 7 minutos, concluindo
a ciclagem. As reagbes com a polimerase Phusion seguiram a mesma ciclagem,
diferindo apenas na temperatura de anelamento, ajustada, de acordo com cada par,
e o tempo de alongamento que foi ajustado para 20 segundo/Kb, como orienta o
fabricante.

Os produtos da reagéo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1% (M/V) e foram corados com 0.5% de gelRed ou 0.5 pg/mL de brometo de etidio.
Os géis de eletroforese foram produzidos com tampao TBE a 0.5X (44,5mM de base

Tris, 44,5mM de borato e TmM de EDTA com pH 8,0) que também foi usado como



29

tampao da corrida. Foi aplicado no gel 5uL de produto da PCR juntamente com
tampao de amostra (0.6 mM de Azul de bromofenol e 200 mM de sacarose,
preparada com TE [Tris base a 45 mM e EDTA a 1 mM], pH ajustado para 8.0). O
tamanho dos fragmentos sera estimado com a utilizacdo de generuler de 1 kb ou
100 pb (ThermoFisher), segundo as orientagbes do fabricante. Os parametros da
corrida foram ajustados para tensao elétrica de 75V com corrente de 35mA. O tempo
de cada corrida variou entre 30 a 60 minutos. Ao fim das corridas, os géis foram
expostos a luz ultravioleta em sistema de fotodocumentac&do e as imagens foram
preservadas para analise.

Reacdes de PCR convencional também foram utilizadas para confirmar a
presenca das constru¢cdes nos transformantes de E. coli DH10B e das bactérias
lacticas. As reagdes de PCR utilizaram polimerase convencional 1U e o mix de
reagdo composto de reagdes tiveram um mix padrdo com o0s reagentes nas
concentracdes de 1X do tampédo da enzima, 0.25 mM de cada dexonucleotideo, 1.2
MM do mix do par de primers e 1.9 mM de MgCl,. O ciclo utilizado foi composto de 5
minutos iniciais a 90°C, seguido de 30 ciclos de 45 segundo a 90°C, 45 segundo a
55-60°C e 1-3 minuto a 72°C. Ao término dos ciclos, as reacdes serdao mantidas a
72°C por 7 minutos, concluindo a ciclagem. A temperatura de anelamento foi
ajustada para cada primer, ndo sendo inferior a 55°C nem superior a 60°C, e o
tempo de alongamento foi ajustado para cada amplicon ndo excedendo 3 minutos. O
produto desta reagao foi analisado por eletroforese como descrito anteriormente
neste item. Quando necessario, a identidade do produto amplificado foi confirmada
através de sequenciamento. Os amplicons foram purificados com o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as orientagdes do fabricante e
submetidos ao sequenciamento na plataforma de sequenciamento do CB-UFPE,
seguindo as orientagdes da unidade de servigo. Os eletroferogramas foram
analisados com o software BioEdit versdo 7.0 para comparagao entre a sequéncia

amplificada e a sequéncia alvo.

4.6 DesenHo DE PRIMERS PARA PCR QuanTiTATIVA E CONDICOES DE REACAO

Os ensaios de PCR quantitativa (QPCR) foram utilizados para estimar o
namero de copias do vetor em relagdo ao cromossomo bacteriano. Para tal, foram

utilizados primers com alvos no vetor e primers com alvo no cromossomo bacteriano.
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O numero de copias do vetor foi estimado em relagcdo ao cromossomo. Para os
alvos cromossomais, foram testados primers utilizados em trabalhos prévios do
grupo, com alvos nos genes rpoD, recA, fusA, pcrA, rpoB, groES, gimS, gimU, murB,
nagA, usp |, usp I, pspC, psR, pbp1A, pbp1A, ditA, ditB e dIitC (Mendonga et al.
2019, 2020). Por sua vez, os primers com alvos plasmidiais foram desenhados como
parte deste trabalho. Para esta analise foram utilizados como alvos plasmidiais os
genes ermB e ampR.

Os primers foram desenhados com o uso da ferramenta online Primer-Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os parametros padrao ajustados

para: tamanho do amplicon de 70 a 150 pb; tamanho do primer de 19-21 pb;
conteudo de GC minino de 20% e maximo de 80%; temperatura de melting do
primer minima de 59°C, maxima de 61°C e ideal de 60°C; maximo de dois G ou C
nas ultimas 5 bases da extremidade 3’; temperatura de melting maxima do amplicon
= 80°C; maximo de 4 repeticdes de um mesmo nucleotideo em qualquer posicao do
primer. Eventualmente algum paradmetro padrao foi alterado para permitir que algum
par de primer pudesse ser desenhado pela ferramenta online. Todos os primers
desenhados foram analisados com a ferramenta online oligoanalyser

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para a determinagdo de formagédo de

estruturas secundarias intra e interprimers de cada par. Os pares com estruturas
secundarias mais termolabeis até 50°C, serdo utilizados no trabalho.

A eficiéncia de amplificacdo desses primers foram analisadas através de
gPCR com diferentes concentracbes de DNA inicial, variando de 1100 ng/uL até
1+10° ng/uL, as reacgdes foram realizadas em triplicata técnica. A eficiéncia de
amplificagdo foi estimada através da relagdo entre os valores de Ct obtido nas
reacbes com diferentes concentracdes de DNA inicial e a quantidade de DNA
utilizada. Deste modo, foi construida uma curva Ct x quantidade de DNA e a
inclinagdo na curva foi utilizada com parametro de eficiéncia, como preconizado na
literatura (Ginzinger, D.G. 2002). Os primers foram considerados validados quando
apresentaram uma inclinagao na curva entre -3.1 a -3.5, correspondente a uma uma
eficiéncia de amplificagdo de 90% e 110 %, respectivamente (Ginzinger, D.G. 2002).
O mix reacgao utilizado foi composto de Sybr Green TM 1x, 0,2 uM de cada primer do
par, 1 uL de amostra de DNA e o volume final foi ajustado para 10 yL com agua
mili-Q estéril. Eventualmente foram alteradas as concentra¢des de primer utilizados

como teste para otimizagao da eficiéncia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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4.7 ConsTRUGAO DO VETOR EPISSOMAL

Nesta metodologia, podem ser unidos fragmentos de DNA que compartilhem
um segmento de pelo menos 20 pb de homologia por suas extremidades. Cada
segmento de 20 pb é referido como uma tail. Na reacao, a fita 5 de ambos os
fragmentos sera encurtada por acdo de uma exonuclease 5 — 3’, produzindo uma
regidao com DNA unifilamentar. Devido a homologia da tail com uma das
extremidades do segundo fragmento, os dois fragmentos se hibridizam por essa
regiao de DNA unifilamentar complementar. Nas reagbes seguintes, eventuais
polimerizagdes serao realizadas e a formacao de uma nova ligagao fosfodiéster sera

processada, ligando os dois fragmentos (Figura 8).

1- Fragmentos de DNA com 2- Formacdo das regibes de DNA
extremidades homélogas unifilamentar.
g —3 ; —
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sequéncia . pelas regiao de DNA unifilamentar.
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Figura 8. Esquema do processo de clonagem pela técnica de Gibson Assembly. Os fragmentos de
DNA a serem unidos terdo uma das fitas de DNA encurtada pela agdo de uma exonuclease 5 —3’ e
formacéo de uma regido de DNA unifilamentar. Como as moléculas de DNA compartilham homologia
de sequéncia em, ao menos, uma das extremidades, os filamentos de DNA unifilamentares
complementares se hibridizam. Uma vez hibridizadas, as extremidades 3’- OH livre de cada
fragmento é alongada pela agdo de uma polimerase e o gap entre as duas fitas de DNA sera selado
pela acdo de uma DNA ligase.

Fonte: Adaptado de Gibson Assembly <https://www.snapgene.com/guides/gibson-assembly>

Para moléculas de DNA circular, é necessario ter uma tail em cada
extremidade do segmento que se deseja inserir. Cada tail tera homologia com uma
extremidade diferente da molécula de DNA circular, gerando dois sitios de
hibridizagdo na reacgdo (Figura 9). Para isso, a molécula de DNA circular precisara

ser linearizada a partir do sitio que se pretende inserir 0 novo fragmento. Cada uma
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das tails deve ser homodloga a extremidades diferentes do vetor linearizado.

Revisdes detalhadas da metodologia estao disponiveis na literatura (Avilan, L. 2023).
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Figura 9. Esquema do processo de clonagem pela técnica de Gibson Assembly para moléculas de
DNA circular. A molécula de DNA circular precisara ser linearizada e o fragmento de DNA a ser unido
precisard ter duas extremidades homdlogas, cada uma com homologia para uma extremidade
diferente da molécula de DNA circular que foi linearizada. Através dessas regides homologas, os dois
fragmentos de DNA estarao unidos, recircularizando a molécula de DNA.

Fonte: Adaptado de Gibson Assembly <https://www.snapgene.com/guides/gibson-assembly>

Deste modo, foram desenhados primers para amplificar os segmentos de
DNA contendo a origem de replicagdo e o gene repA dos plasmideos de L. vini JP
789. Adicionalmente, foram desenhados primers para linearizar o vetor pRV-300
entre o gene lacZ e o gene ermB no vetor pRV-300. Os primers desenhados para a
origem de replicagao e o gene repA dos plasmideos de L. vini, tiveram adicionadas
tails homologas para as extremidades do vetor pRV-300 linearizado. Os amplicons
foram produzidos como descrito previamente, utilizando a polimerase Phusion®. O
produto da reacdo foi analisado por eletroforese, os resultados positivos e livres de
amplificacao inespecifica, foram purificados e quantificados.

Em seguida, os fragmentos foram unidos aplicando a tecnologia
Gibson-Assembly com o emprego do kit GeneArt Gibson Assembly® (Thermofisher).

Para as reacoes, foi ajustado a concentragdo molar do vetor e do inserto para 0.04

Fragmento purificado (ng/ul).1000 )
Tamanho do fragmento (pb). 650

picomol de acordo com a formula (Concentrag&o pisome)=

Uma vez adicionado quantidades equimolares dos fragmentos a serem unidos, foi
seguido o procedimento como orienta o fabricante. Ao fim, foi utilizado entre 1 a 3 uL

da reacao para transformar células de E. coli DH10B. Todos os transformantes
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obtidos foram testados para presencga do fragmento de DNA no vetor, em orientagao
correta, por PCR com combinagdo de primers, utilizando o primer forward para
linearizagdo do vetor juntamente com o primer reverse utilizado na amplificagdo do
fragmento. Os transformantes que obtiveram resultados positivos quanto a presenca
dos insertos e na orientacao correta, foram preservados e utilizados para obtencao
do DNA plasmidial empregado na transformacédo das bactérias lacticas, como

descrito no item 4.3 e 4.4, respectivamente.
4.8 ANALISE FUNCIONAL DO SISTEMA DE REPLICACAO E ESTABILIDADE DOS TRANSFORMANTES

A estabilidade da construgcdo do plasmideo pLVR-3 foi testada em cada
espécie através de cultivos sucessivos na auséncia de pressao seletiva. Como a
manutencdo do vetor é forgada através da adicdo de eritromicina, no teste de
estabilidade a droga foi suprimida dos meios de cultura. A cada ciclo de cultivo, com
duracao de 24 a 48h, a DO foi aferida e as células do ciclo anterior foram utilizadas
para iniciar um novo ciclo de cultivo. Periodicamente, ao fim do ciclo, foram
coletadas aliquotas para estimar a porcentagem da populagdo que mantinha o vetor.
Para tal, as amostras do cultivo tiveram sua DO medida e foram utilizadas para
preparar uma suspensao em salina estéril a DO de 0,1. A partir dessa suspensao, foi
realizada uma diluicdo seriada até 10 e 200 uL dessa suspensédo foram distribuidos
na superficie de placas com meio de cultura MRS, ou M17, com o auxilio de uma
alca de Drigalski. Foram utilizadas placas com eritromicina, placas teste, para
estimar a parcela da populagao que reteve o vetor, e placas sem o antibiotico, placas
controle, para estimar o numero total de unidades formadoras de colbnias na
populacdo. Os cultivos foram mantidos por até 48h e o numero de colénias foi
registrado. A porcentagem da populagado que reteve o vetor pRLV-3 foi estimado a
partir do numero de colénias nas placas teste e relativizado pelo numero de coldnias
observado nas placas controle. O experimento foi realizado em ftriplicata técnica e
em duplicata biologica.

Para fins de calculo, o numero de colbnias observado nas unicatas das placas
teste foi relativizado pelo numero de colénias de cada unicata das placas controle
das duas réplicas bioldgicas. Deste modo, para cada unicata de placa teste, foram
obtidos 6 valores, resultado da relativizagdo pelo numero de colénias das 6 placas
do meio sem antibiético. Os valores obtidos foram registrados e utilizados para

célculo de média e desvio padrao. O numero de geragdes entre cada ciclo de cultivo
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foi estimado através da aplicagdo da férmula Geragdes = 1,4427 In(DO) + 9,9658. A
férmula foi obtida através de uma curva modelo utilizando uma DO inicial conhecida,
0,001, e considerando uma geracgao o equivalente para dobrar o valor de DO. Assim,
cada ciclo de cultivo iniciou com uma DO igual, 0,001, e ao final, a partir do valor de
DO obtido, foi estimado o numero de geragdes que se passaram entre cada ciclo

sucessivo de cultivo.
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5. RESULTADOS
5.1 IDENTIFICACAO E OBTENCAO DOS SISTEMAS DE REPLICACAO DE SEGREGACAO PLASMIDIAL

A andlise in silico do genoma da bactéria L. vini JP789 identificou a presenca
de 4 unidades plasmidiais, que foram comprovadas através de extracdo e digestao
com enzimas de restricao (Figura 10). Os quatro plasmideos de L. vini JP 789, foram
identificados quanto ao seu tamanho e nomeados como pLV-1 (2.9 Kb), pLV-2 (3.0
Kb), pLV-3 (3.9 Kb) e pLV-4 (11.9 Kb). A analise com a ferramenta online
plasmidFinder 2.1 identificou que pLV-2 possui um sistema de replicacido e
segregacao restritivo, com replicon tipo RepA_N. Por ter um replicon com espectro
restrito de hospedeiros, o plasmideo pLV-2 foi abandonado e ndo seguiu para as
etapas seguintes.

Por sua vez, os plasmideos pLV-1, pLV-3 e pLV-4 todos foram identificados
com replicons de amplo espectro de hospedeiro. pLV-1 obteve o réplicon tipo Rep1,
grupo I, enquanto pLV-3 e pLV-4 apresentaram o mesmo replicon, Rep3, mas de
grupos diferentes, grupo |-4 e grupo |, respectivamente. Identificados os plasmideos,
sua origem de replicacdo foi encontrada com a ferramenta ori-finder 2.0 e a
anotacdo das ORFs desses plasmideos foi realizada na plataforma Proksee. O
resultado dessas analises foi utilizado para produzir, manualmente, o mapa dos
plasmideos com o software de manuseio de sequéncia Ape na versdo 3.1.15. A

versao final da anotagdo dos plasmideos esta na figura 11.

Figura 10. Digestdo plasmidial da linhagem de L. vini JP 789 (WT) com a enzima de restricdo smal,
juntamente com seus transformantes isogénicos (T1, T2 e T3) portando o vetor pNG 8048e (pNG).
Fonte: Autor.
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Figura 11. Mapa dos plasmideos de L. vini JP 7.8.9 com réplicons de amplo espectro de hospedeiro.
Fonte: Autor

Com base nas sequéncias dos plasmideos, foram desenhados dois conjuntos
de primers, o primeiro foi voltado para linearizagao do vetor pRV-300, composto por
um unico par, e o segundo conjunto foi produzido para amplificar a origem de
replicacédo e o gene repA dos plasmideos pLV-1, pLV-3 e pLV-4. Nos primers do
segundo conjunto, foi adicionado as tails para a reagdo de clonagem com o
plasmideo linearizado (tabela 2). Para os plasmideos pLV-1 e pLV-3 a origem de
replicacédo e o gene repA estavam continuos e puderam ser amplificados com um
unico par de primers. O mesmo nao foi possivel com o sistema de replicagao e
segregacao do plasmideo pLV-4, visto que o gene repA e a origem de replicagao
estavam muito distantes. Deste modo, foram desenhados 2 pares de primers, para
amplificar isoladamente o gene repA e a origem de replicagdo de pLV-4. A esses

primers foi adicionado uma nova tail para unir estes segmentos. Essa tail adicional,
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foi desenhada para ser homodloga a regido 5 do gene repA e foi adicionada ao
primer pLV4or-R e uma tail homdloga a regidao 3’ do fragmento da origem de
replicacéo foi adicionada ao primer pLV4rep-F. Assim, na reagdo de clonagem o
fragmento da origem de replicagédo seria adicionado upstream ao gene repA e eles
poderiam ser unidos ao vetor linearizado através das tail 5 e 3' homdlogas as
extremidades do vetor pRV-300, adicionadas aos primer pLV4or-F e pLV4rep-R,
respectivamente.

O plasmideo pRV-300 foi extraido do clone de E. coli DH10B, onde esta
sendo mantido, juntamente com o DNA da linhagem JP 789 de L. vini. Esse material
foi utilizado como DNA molde nas reacdes de PCR e o resultado esta presente na
figura 12. Apos a purificagdo e quantificagcao, os produtos de PCR foram utilizados
para clonagem com o vetor linearizado. O produto da reagdo de clonagem foi
utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli DH10B. Apds 24h de
incubacéo, as colénias foram testadas por PCR e o resultado esta presente na figura
13. As transformagdes com o sistema de replicagdo e segregacdo do plasmideo
pLV-4 nao resultaram em transformantes portando a construgao, apenas com o vetor
recircularizado e vazio. Assim, o trabalho seguiu apenas com as construgdes
derivadas com os replicons dos plasmideos pLV-1 e pLV-3.

Para confirmar a insercdo dos replicons no local adequado do vetor, foram
utilizados os primers da linearizagdo do pRV-300. Esses primers foram utilizados,
porque se o fragmento tivesse inserido no local errado do vetor, estaria dentro da
regidao amplificada e o amplicon produzido seria maior. Mas, se estivesse no sitio
adequado, o amplicon produzido nao teria alteracdo de tamanho. O resultado da
confirmacao do sitio de integracdo esta na figura 14 e demonstra que nao houve
alteragdo no tamanho da banda, indicando que o fragmento foi inserido no local

adequado.
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Tabela 2. Primers utilizados no trabalho para linearizar o vetor pRV-300, amplificar os elementos
genéticos de cada replicon trabalho e os utilizados nos ensaios de qPCR. Em destaque estédo as
sequéncias das tails adicionadas em cada primer.

Aplicagdo

Identificador

Sequence 5’ — 3’

Linearizacdo do
vetor pRV-300.

Amplificacdo da
origem de
replicacdo e do
gene repA do
plasmideo pLV-1

Amplificacdo da
origem de
replicagdo e do
gene repA do
plasmideo pLV-3

Amplificagdo da
origem de
replicacdo do
plasmideo pLV-4

Amplificacdo do
gene repA do
plasmideo plLV-4

ermB

pRVsl-F
pRVsI-R

pLVIR-F

pLVIR-R

pLV3R-F

pLV3R-R

pLV4or-F

pLV4or-R

pLV4rep-F

pLV4rep-R

GTCAGCACGAACACGAAC
GCACCATATCATAAAAATCGAAAC

CGGTTCGTGTTCGTGCTGACTGATATACGGGGTTGTGGCG

CGATTTTTATGATATGGTGCCTGCCCGCTTACTAGCCTTG

CGATTTTTATGATATGGTGCCCCACCTTCATGTATCTCGG

CGGTTCGTGTTCGTGCTGACCACTGGTGCCTCTTTTAAACCTC

CGATTTTTATGATATGGTGCGGCGCTCCAGAAAACAATG

CACTCTAAAGCGCAACAAAGTCAGCCGAACGCCCATTT

AAATGGGCGTTCGGCTGACTTTGTTGCGCTTTAGAGTGCC

CGGTTCGTGTTCGTGCTGACGCCTCGTACAGTAGTGCCT

CTTACCCGCCATACCACAGA

ACTTTGGCGTGTTTCATTGCT

Fonte: Autor. 2025
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pRV-300 pLV-1 pLV-3 pLV-4
Linearized replicon  replicon igi

Figura 12. Amplificagdo dos elementos genéticos utilizados no trabalho para construgdo do vetor
epissomal, o vetor base linearizado e os fragmentos dos réplicons de cada plasmideo. Fonte: Autor

A Controls Plate 1 Plate2 Plate 3

+ - 1 2 3 7 8 9 13

B Controls Plate 1 Plate 2 Plate 3
+ - 1 2 3 4 5 1011 12 1314 20 21 22 23 24

Figura 13. Amplificacdo teste dos transformantes de E. coli com a construgdo derivada do vetor
pRV-300 portando o réplicon do plasmideo pLV-1 (A) e pLV-3 (B), em destaque esta o clone cuja a
construgao foi utilizada para transformar as bactérias lacticas em etapas posteriores do trabalho.
Fonte: Autor
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Figura 14. Resultado da confirmacéo do sitio de insergao dos replicons de pLV-1 (A) e pLV-3 no vetor
pRV-300. Em destaque esta o clone cuja construgdo foi utilizada para transformar as bactérias
lacticas em etapas posteriores do trabalho. Fonte: Autor

5.2 TRANSFORMACAO EM BACTERIAS LACTICAS, EFICIENCIA DE TRANSFORMAGAO E ESTABILIDADE

As construcbes obtidas foram utilizadas para transformar as células
eletrocompetentes de L. casei BL23, L. acidophillus ATCC 4356, L. rhamnosus GG,
L. plantarum WCSF1 e Lac. lactis MG1363. Todas as cepas foram transformadas
com o plasmideo pRLV-3, derivado do pRV-300 com o replicon do plasmideo pLV-3.
As linhagens apresentaram diferentes eficiéncias de transformagcdo com L.
acidophillus apresentando a mais baixa eficiéncia, 0,009 + 0,008 -+ 103
transformantes por ug de DNA, seguido por L. rhamnosus com 0,021 £ 0,010 « 103
transformantes por ug de DNA. As linhagens mais eficientes na transformacéao foram
L. casei com 4,58 + 0,5+ 103 e L. plantarum com 3,68 * 2,38 * 103 transformantes
por ug de DNA. Lac. lactis também apresentou uma boa eficiéncia de transformagao
com 3,98 + 1,22 transformantes por ug de DNA. As colénias obtidas em cada

transformacao foram testadas por PCR com primers voltados para amplificar a
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regido do replicon do plasmideo pLV-3, com os primers pLV3R-F e pLV3R-R. Como
demonstrado na figura 15, a maioria dos transformantes obtidos foram positivos para
a presenca do replicon.

Apo6s a confirmagdo dos transformantes, foi realizado um teste para estimar o
quanto este replicon era estavel nas linhagens bacterianas trabalhadas. Foram
realizados cultivos sucessivos de cada linhagem na auséncia de pressao seletiva.
Aliquotas dos cultivos foram diluidas até uma DO de 0,1, submetidas a diluicbes
seriadas e aliquotas destas diluicbes foram espalhadas na superficie de placas
contendo meios de cultura com e sem eritromicina. O numero de colénias que
cresceram nos meios com droga esta relacionado a parcela da populagao de células
bacterianas que mantiveram o plasmideo. A cada subcultivo, foi registrado a DO
final e esta foi utilizada para estimar o numero de geragdes, os resultados deste
experimento podem ser observados na figura 16. Com 30 gerag¢des a linhagem de
Lac. lactis foi a que demonstrou maior estabilidade do replicon com retencdo do
vetor por cerca de 83% da populagéo. Em L. casei e L. plantarum apenas 29,5% e
24,5% da populagdo manteve o vetor, com o0 mesmo numero de geragdes. Por sua
vez, L. acidophillus e L. rhamnosus obtiveram os menores niveis de retencao, cerca
de 3,5% e 3,4%, respectivamente, apds 30 geragoes.

Para os ensaios de PCR quantitativa (QPCR), nao foi possivel a validagao dos
primers devido a baixa eficiéncia com slope acima de 3.5. A qPCR foi empregada
para determinar o numero de copias do vetor plasmidial observando o gene ermB,
contido no plasmideo, em relagcdo ao numero de copias do gene cromossomal
(rpoB) nas diferentes cinco cepas bacterianas, em que obtiveram distintos resultados
quanto ao numeros de copias plasmidial por cromossomo. L. acidophilus ATCC 4356
apresentou o menor numero meédio de copias, 98,7 + 70, em similaridade com L.
rhamnosus GG, cujo registrou uma média de 208,85 + 145 cépias. Em contrapartida,
as cepas de L. casei BL 23 e L. plantarum WCSF1 mostraram um numero elevado
de coépias do vetor com medias de 349,64 + 92,8 e 327 £ 50, respectivamente. L.
plantarum exibiu uma menor variabilidade nos resultados dado ao menor desvio
padrao. A cepa que demonstrou o maior numero de cépias do vetor plasmidial foi
Lac. lactis MG 1363, com valores >500.
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Figura 15. Resultado da PCR para replicon do plasmideo pRLV-3 nos transformantes de L. casei (A),
L. rhamnosus(B), L. plantarum (C) e Lac. lactis e L. acidophillus (D). Fonte: Autor, 2025
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Figura 16. Porcentagem da populagcdo bacteriana de cada espécie que reteve o vetor pRLV-3
passadas 30 geragbes (em cinza) de cultivo em meio de cultura na auséncia de pressao seletiva em
comparagao com a populagao inicial (em branco) que foi cultivada em meio seletivo. As barras de
erro se referem ao intervalo de confianga ajustado para 95%. Fonte: Autor.
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6. DISCUSSAO

Os lactobacilos sdo organismos com uma longa histéria de associagdo a
atividades produtivas humanas (Herbel et al. 2013; Nishimura, J. 2020; Mendonga et
al. 2022). Sua baixa viruléncia e patogenicidade tem sido uma grande vantagem
oferecida pelo grupo alinhado as suas propriedades probioticas (Markowiak e
Slizewska 2017; Shokryazdan et al. 2017; Zendeboodi et al. 2020). Contudo, durante
muitas décadas o grupo ficou restrito a aplicacbes de baixa complexidade devido a
falta de conhecimento acerca de sua biologia e distancia evolutiva em relagéo a
modelos bacterianos como E. coli ou Bacillus subtilis. Apenas recentemente novas
ferramentas moleculares ficaram disponiveis para eles e tem impulsionado o
desenvolvimento de novas tecnologias, em destaque a chamada de “quarta geragao
tecnolégica de vacinas” (Yu et al. 2013; LeCureux e Dean 2018; Lavelle e Ward
2022). Embora tenham permitido o uso dos lactobacilos em tecnologias de maior
complexidade, as ferramentas disponiveis tém seu uso muito restrito, prevalecendo
as destinadas a modelos como L. casei, L. plantarum ou para Lac. lactis. O
desenvolvimento de vetores capazes de se manterem estaveis em diferentes
hospedeiros € um ponto de otimizacdo chave para a construgdo de sistema
plasmidial com diversas aplicacdes em diferentes espécies.

Vetores oferecem 0s meios para expressdao de bioativos de interesse,
inativacdo génica, adicdo de genes, entre outras aplicacbes (Nora et al. 2019).
Atualmente para bactérias lacticas os vetores disponiveis s&o classificados em dois
grupos: quanto ao espectro de hospedeiro e seu sistema de replicagdo. Nos vetores
de classe 1 encontramos aqueles com replicacao tipo teta e com amplo espectro de
hospedeiros, como o caso de pAM1 e pIP501 (Kazi, T. A. et al. 2022). Enquanto os
de classe 2 incluem aqueles que tem replicagdo do tipo circulo rolante (rolling circle)
e tem espectro restrito de hospedeiro (Kazi, T. A. et al. 2022). Contudo, mesmo
tendo um espectro amplo, pAM1 e pIP501 s&do plasmideos derivados de espécies do
género Streptococcus e Enterococcus, respectivamente, que nido tem o titulo de
GRAS (Kazi, T. A. et al. 2022). Alguns autores tém apontado que isso limitaria o uso
desses sistemas em aplicacdes relacionadas a industria de alimentos ou aplicacbes
médicas (Kazi, T. A. et al. 2022).

Esta limitagao nao atingiria o vetor desenvolvido no presente trabalho porque

seu sistema ndo é derivado de uma espécie patogénica. O vetor pRLV-3 possui as
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caracteristicas para ser classificado na classe 1, sem a desvantagem elencada para
os vetores atuais dessa classe. Adicionalmente, os testes demonstraram que o
espectro de hospedeiros de pRLV-3 inclui espécies dos géneros Lactobacillus e
Lactococcus, onde estdo classificadas as principais espécies com aplicacao
biotecnoldgica (Szatraj et al. 2017; Hatti-Kaul et al. 2018). Mas, este perfil pode ser
ainda mais amplo visto que o sistema é derivado de um replicon tipo Rep3.

Na literatura, plasmideos do replicon Rep3 ja foram documentados em
especies de Enterococcus, mobilizando genes de resisténcia a tetraciclina (Cho, S.
et al. 2022) e em Sthaphylococcus haemolyticusportando o mecanismo de
resisténcia mecA (Mores et al. 2021). Além disso, para os géneros Psychrobacter,
plasmideos desse replicon, foram identificados em populagbes naturais como os
mais prevalentes (Decewicz, P. et al. 2023) e em Fervidacidithiobacillus caldus
esteve entre os mais encontrados também (Pacheco-Acosta et al. 2025).
Interessantemente, em nenhum desses plasmideos foi apontado a existéncia da
ORF com dominio DUF 536 (Domain of Unknown Function 536), que parece estar
restrito aos plasmideos desse replicon em bactérias lacticas, como o caso de pLV-3
de L. vini (Panya et al. 2012; Teran et al. 2020a).

O dominio DUF536 tem sido identificado em plasmideos de replicagao tipo
teta e recentemente foi associado a proteina RcoS (Regulator of Chromosome
Segregation) em Streptococcus pneumoniae (Demuysere, M. et al. 2024). Em RcoS,
o dominio DUF 536 é parte integrado da regido C-terminal da proteina e participa do
processo de polimerizagdo e, indiretamente, € necessaria para segregagao do
cromossomo, possivelmente para ligagdo de RcoS a membrana (Demuysere, M. et
al. 2024). E provavel que como parte dos replicon dos plasmideos, a ORF com esse
dominio participe do processo de segregacao. Adicionalmente, diferentemente do
que foi observado nos plasmideos do replicon Rep3, o subtipo portando a ORF com
dominio 536, parece estar restrito as bactérias lacticas. Plasmideos deste subtipo
foram descritos em L. curvatus e em L. acidophillus (Panya et al. 2012; Teran et al.
2020b). Nestes estudos, os sistemas de segregacdo desses plasmideos foram
transferidos para vetores replicantes em E. coli e, posteriormente, foram utilizados
para transformar bactérias lacticas, sendo exitoso em todas as espécies testadas
(Panya et al. 2012; Teran et al. 2020b). Esses dados sugerem que além das
espéecies utilizadas neste trabalho, o vetor pRLV-3 poderia ser utilizado em outras

também como L. curvatus e L. sakei.
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7. CONCLUSAO

A pesquisa desenvolveu um vetor epissomal cujo objetivo era a aplicagéao em
diversas cepas hospedeiras de bactérias acido-lacticas. Por meio da realizagao de
analises in silico de Liquorilactobacillus vini, foi constatado a presenca de 4 unidades
de plasmideos. Posteriormente, houve a manipulacdo molecular na qual se obteve
como resultado a perspectiva de éxito nos replicons de pLV-1 e pLV-3. Com base na
eficiéncia da construcdo dos vetores e nos ensaios de transformacgao, analise
funcional do sistema de replicagdo, estabilidade dos transformantes e ensaios de
gPCR, foi possivel observar uma variabilidade entre as células hospedeiras, sendo
Lactobacillus casei BL23 e Lactobacillus plantarum WCSF1 as cepas que
apresentaram as maiores taxas de transformacdo, o que indica maior competéncia
para receber DNA exdgeno. A cepa Lac. lactis também apresentou resultados
significativos de maior estabilidade, seguida das cepas de L. plantarum e L. casei.
Devido a presenca de um sistema de replicagao tipo Rep3 ndo patogénica, o vetor
pLV-3 apresenta uma vantagem em relagdo a alguns vetores atuais, os quais tém
limitagbes em aplicagbes médicas e industriais devido a origem de cepas
patogénicas. Com esse projeto, foi possivel validar o potencial do pRLV-3 como uma
ferramenta molecular de amplo espectro para engenharia genética de bactérias
lacticas. Os resultados obtidos sao relevantes para o avango da area, com o objetivo
de auxiliar no desenvolvimento probiéticos otimizados, plataformas de produgéo de

bioativos e no progresso da "quarta geragao tecnoldgica de vacinas".
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ANEXO

Protocolo de Extracao

1. Utilizar 5 mL de culturas recentes de cada linhagem apds 24 horas de cultivo em
condicbes otimas.

Centrifugar as culturas em velocidade maxima (13.000 rpm).

Desprezar o sobrenadante e ressuspender as células em 300 pL de solugéo |
Adicionar 50 pL de lisozima 100 mg/mL e agitar no vértex

Incubar por 25 minutos a 37°C.

S

Adicionar 200 pL de solugcéo de SDS 10% (M/V) e homogeneizar por inverséo

durante 2 minutos.

7. Incubar no gelo por 10 minutos.

8. Adicionar 50 yL de CTAB e incubar a 70 °C por 10 minutos

9. Adicionar 200 uL da solu¢ao de FCA e homogeneizar durante 2 minutos.

10. Centrifugar em velocidade maxima por 15 minutos a 4°C.

11.Coletar a fase aquosa superior para novos tubos por aspiracdo evitando
perturbar a interfase proteica.

12.Adicionar 200 pyL da solugdo de FCA e homogeneizar por inversao durante 2
minutos.

13. Centrifugar em velocidade maxima por 15 minutos a 4°C.

14.Coletar a fase aquosa superior para novos tubos por aspiracdo evitando
perturbar a interfase proteica.

15. Repetir os procedimentos 12, 13 e 14.

16.Precipitar o DNA com 300uL de isopropanol puro gelado (-20 °C) e
homogeneizar por inversdo durante 2 minutos.

17.Incubar as amostras em gelo por 10 minutos.

18. Centrifugar a velocidade maxima por 12 minutos a 4°C.

19.Desprezar o sobrenadante cuidadosamente.

20.Adicionar 500 pL de etanol 70% (V/V) gelado (-20°C) para lavar o pellet que
deve ser desprendido da parede do tubo.

21.Centrifugar a velocidade maxima por 12 minutos a 4°C.

22.Desprezar o sobrenadante por inverséao.
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23.Secar o pellet por 1 hora a temperatura ambiente com os tubos abertos e
invertidos.

24. Adicionar 50 pL agua mili-Q e incubar por até 2 h com RNAse para hidratacao e
degradacgédo do RNA restante.

25.Estocar o DNA a -20°C até o dia de uso.

Solucbdes
e Solucdo | — Tris-HCI 25 mM; EDTA-NaOH 10mM; Sacarose 50mM, pH de 8.0
e lisozima 0.5 mg/mL.
e Solucéo de FCA — Fenol saturado pH: 8.0 a 50% (V/V); cloroférmio 48% (V/V)
e alcool isoamilico 2% (V/V).
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