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RESUMO

Moreira, Catarina Alfaya. DESENVOLVIMENTO DE PROTEINA SINTETICA
QUIMERICA BASEADA EM TALE (TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE
EFFECTOR) PARA APLICACAO EM SISTEMA BIOSSENSOR DE DNA. 72f 2017.
Dissertacdo de Mestrado — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

As abordagens de Biologia Sintética possuem potencial de aumentar a producdo de
ferramentas diagnésticas adequadas para utilizagdo na préatica, como os biossensores de
DNA. O controle dos sistemas biol6gicos permite o aprimoramento de tecnologias em uso e
surgimento de novas tecnologias, como o diagnostico molecular através da identificacdo de
sequéncias especificas de DNA. A maioria dos métodos moleculares de diagndstico de DNA
se baseiam em hibridizacdo. Contudo, atualmente, as proteinas ligadoras de DNA tem tido
destaque, devido as suas numerosas vantagens. As principais vantagens séo a identificacdo
de sequéncias em DNA dupla-fita, eliminando o passo de desnaturacdo, e a alta
especificidade pelo alvo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
proteina sintética quimérica para aplicacdo em sistema biossensor de DNA que permitira
rapida identificagcdo de uma sequéncia especifica de DNA de Corynebacterium striatum, um
importante patdgeno emergente. Foi construida, neste estudo, uma proteina quimérica
biossensora composta por: (I) um dominio de ligagdo ao DNA derivado de proteinas TALEs
(proteinas efetoras do tipo ativadores transcricionais) o qual reconhece especificamente uma
sequéncia de 18 pb de um gene Unico de C.striatum codificador de uma permease para
transporte de ferro; combinado a (II) uma cromoproteina tsPurple (Tinsel Purple) para permitir
deteccéo visual da sequéncia alvo. Para constru¢éo do gene codificador da proteina TALE
especifica, o gene especifico de C. striatum foi analisado com a ferramenta Tal Effector
Nucleotide Targeter (Cornell University) e uma sequéncia-alvo de 18pb foi definida. A
construcdo de dominios TAL foi realizada utilizando a ferramenta GeneArt™ Perfect Match
TAL (Thermo Scientific); o gene sintético encontra-se clonado no plasmideo pTALE. Para
construir as sequéncias génicas quiméricas, foram desenhados primers de PCR para
isolamento da sequéncia da tsPurple com a adig&o de sitios artificiais de restrigdo para EcoRI
e BamHlI; os produtos de PCR digeridos foram clonados no plasmideo pTALE, downstream a
sequéncia da TALE especifica. Essas sequéncias fusionadas foram entdo sub-clonadas em
um vetor de expressdo pDEST™17, através de recombinacdo utilizando tecnologia Gateway
para expressao das proteinas quiméricas. A expressao da proteina quimérica foi induzida pela
adicdo de 1mM de IPTG. A expressdo da proteina quimérica foi confirmada através de
andlises de SDS PAGE 10% , que demonstraram a superexpressao da proteina esperada de
151kDa; além disso, foi observada a forte coloracdo roxa no precipitado bacteriano, em razéo
da funcionalidade da cromoproteina TsPurple.

Palavras-chave: Biologia Sintética; Biossensor; Proteina Efetora do tipo Ativador
Transcricional; Cromoproteina; Corinebactérias.



ABSTRACT

Moreira, Catarina Alfaya. DEVELOPMENT OF A SYNTHETIC CHIMERIC PROTEIN
TALE-BASED (TRANSCRIPTION  ACTIVATIOR-LIKE EFFECTOR) FOR
APPLICATION IN BIOSENSOR SYSTEM TO IDENTIFY DNA SEQUENCES. 72f
2017. Master Dissertation — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

Synthetic Biology approaches have the potential to increase the production of diagnostic tools
suitable for use in practice, such as DNA biosensors. The control of biological systems allows
the improvement of technologies in use and the advent of new technologies, such as molecular
diagnosis through the identification of specific DNA sequences. Most molecular methods of
DNA diagnosis rely on hybridization. However, currently, as DNA binding proteins has been
studied due to its advantages. Some significant advantages are: the identification of double-
stranded DNA sequences, avoiding the denaturation step, and high target specificity. In this
context, the aim of this work was to develop a DNA biosensor system that allows rapid
identification of a specific DNA sequence of Corynebacterium striatum. In this study was
designed a chimeric biosensor protein composed of: (I) a DNA binding domain derived from
TALE proteins (transcriptional activator-like effector proteins) which specifically recognizes an
18 bp sequence of a single gene from C. Striatum encoder of a permeability for iron transport;
Combined with (II) a chromoprotein tsPurple (Tinsel Purple) to allow visual detection of the
target sequence. For the construction of the gene encoding the specific TALE protein, the
specific gene of C. striatum was analyzed with a Tal Effector Nucleotide Targeter tool (Cornell
University) and a target sequence of 18bp was defined. The construction of TAL domains was
performed using a GeneArt ™ Perfect Match TAL (Thermo Scientific) tool; The synthetic gene
was cloned in the pTALE plasmid. To construct the chimeric gene sequences, PCR primers
were designed for isolation of the tsPurple sequence with an addition of artificial restriction
sites to EcoRI and BamHI; The digested PCR products were cloned on pTALE, downstream
to the specific TALE sequence. These fused sequences were then subcloned into a
pPDEST™17 expression vector, using Gateway technology for expression of the chimeric
proteins. Expression of the chimeric protein was induced by the addition of ImM IPTG. The
chimeric protein expression was confirmed by analyzes of 10% SDS PAGE, which
demonstrated the overexpression of an expected protein of 151kDa; In addition, the strong
purple color was observed in the bacterial precipitate, due to the functionality of the
chromoprotein TsPurple.

Keywords: Synthetic Biology; Biosensor; Transcriptional Activator-like Protein; Chromoprotein;
Corinebacteria
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INTRODUCAO

A Biologia Sintética, aliada a outras areas médicas e cientificas tem enfrentado desafios,
como a producao de métodos diagnésticos de baixo custo e de aplicacao rapida e simples.
As abordagens de Biologia Sintética possuem potencial de impulsionar, significativamente, o
aumento de tecnologias promissoras em ferramentas diagndsticas adequadas para utilizacédo
na pratica, como os biossensores de DNA. Dispositivos baseados em papel estdo prontos
para desempenhar um papel proeminente em aplica¢cdes in vitro, pois se encaixam a
necessidade de ferramentas de diagndstico de baixo custo, préaticas e simples para uso fora
do laboratério. Outro exemplo s@o 0s sensores in vivo existentes, que ja comecaram a
transicdo de seus atuais modelos de pesquisa para aplicativos para monitoramento em tempo
real e diagndstico precoce e personalizado de pacientes (SLOMOVIC; PARDEE; COLLINS,
2015).

Um diagnéstico precoce é capaz de reduzir a mortalidade e economizar nos gastos com
tratamentos (WEI;, CHENG, 2016). Segundo Shorr e colaboradores (2007), a aplicagéo de
métodos para diagndsticos precoce no ano de 2007, poderia ter evitado cerca de 92 mil mortes
por sepse e ter promovido uma economida de pelo menos 1,5 bilhdes de délares dos custos
em saude nos Estados Unidos. Estudos mais recentes apontam que sé em 2011, o custo total
de tratamentos de sepse, nos Estados Unidos, foi de 20,3 bilhes (KHWANNIMIT;
BHURAYANONTACHAI, 2015).

A identificacdo de um agente infeccioso por métodos moleculares, por exemplo, através
de sua sequéncia de DNA é um método mais acurado e até muitas vezes mais rapido que os
métodos convencionais de cultura, andlise bioquimica, dentre outros. Assim como qualquer
tecnologia de diagnostico, os diagndsticos de DNA também requerem um método de detec¢ao
e um transdutor de sinal. Grande parte dos métodos de deteccdo atuais de reconhecimento
de uma seqiiéncia especifica de DNA se baseia no DNA de cadeia simples (ssDNA), para
pareamento das bases com alta especificidade com uma molécula complementar. Essa outra
molécula pode ser outro ssDNA, ssRNA, acido nucléico peptidico (PNA), ou um analogo
molecular de pareamento de bases. O reconhecimento especifico ou hibridizacdo é a base de
tecnologias comuns como a amplificacdo por PCR, Southern blot, Northern blot, microarray
de DNA e hibridizacéo fluorescente in situ (FISH). Porém, existem outras formas de identificar
sequéncias alvo sem a necessidade do ssDNA. Um exemplo sdo as poliamidas, pequenos
compostos quimicos que podem ser produzidos para se ligarem com alta especificidade a
sequéncia alvo no sulco menor do DNA dupla fita (dsDNA) (GHOSH et al., 2006).
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Nesse contexto, as proteinas ligadoras de DNA (DBPs) surgiram nos altimos anos como
uma alternativa mais rapida, simples e, potencialmente, com melhor custo-beneficio na area
diagnéstica (STRAUS; LAHAYE, 2013). As principais proteinas ligadoras de DNA séo as Zinc
Fingers, CRISPR (Repeticbes Palindrdmicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) e TALE (Proteinas efetoras do tipo ativador transcricional). As primeiras
proteinas sintéticas produzidas para detec¢cédo de novos alvos de DNA foram baseadas nos
dominos de zinc finger do tipo Cys2His2 (KABADI; GERSBACH, 2014). Em 2012, foi
desenvolvida, pela primeira vez, uma versao do sistema CRISPR/Cas9 para direcionamento
de proteinas para sequéncias alvo de DNA por meio de interacdes RNA-DNA, ao invés de
interacdes proteina-DNA. Foi descrito pela primeira vez em 2009 como os dominios das
TALESs séo capazes de reconhecer alvos de DNA. A partir de ent&o, ficou conhecido um novo
dominio modular mais facilmente reprogramavel do que dominios Zinc Fingers, capaz de se
ligar a um DNA alvo. Devido ao seu cédigo de reconhecimento mais simples, muitos estudos
tem investido em TALES sintéticas para modular expressao génica e tém obtido muito sucesso
(KABADI; GERSBACH, 2014).

As DBPs séo capazes de identificar sequéncias em DNA dupla-fita. A relevancia disso
€ que raramente o DNA é encontrado na forma de fita simples, e a necessidade de
equipamentos como termocicladores encarecem a proposta de diagnostico simples e barato
para locais de dificil acesso a tecnologia (GHOSH et al., 2006; KIM et al., 2011). A producao
de proteinas efetoras do tipo ativadores transcricionais (TALES) sintéticas € uma area de
pesquisa que tem crescido bastante nos ultimos anos. As TALEs possuem grande potencial,
uma vez que sdo capazes de se ligar a dupla-fita de DNA, permitindo que se liguem
diretamente aos cromossomos dentro do ndcleo das células alvo, permitindo o uso para
diagnéstico in vivo (POLITZ; COPELAND; PFLEGER, 2013). Sabe-se muita coisa a respeito
dessas proteinas, porém muitos detalhes ainda precisam ser estudados para melhor
esclarecer a natureza biofisica da interacdo especifica das TALEs com os nucleotideos da
sequéncia alvo. De forma geral, sdo inUmeras as atuais e possiveis aplicacdes futuras para
essa classe de proteina ligadora de DNA (BOGDANOVE; VOYTAS, 2011).

Nao ha na literatura, até o momento, nenhum estudo utilizando proteinas TALE para
fins diagnosticos e identificacdo de patégenos. Por isso, essa proteina foi escolhida para ser
estudada a sua aplicacdo em sistema biossensor de DNA de agentes patogénicos. Como
prova de conceito, selecionamos a deteccdo da bactéria Corynebacterium striatum, que é
considerada atualmente como um patégeno emergente multiresistente a drogas de alta
relevéncia em ambientes hospitalares (HAHN et al., 2017), cujo gene-alvo para identificacédo
especifica, o gene efeU, foi recentemente descrito pelo nosso grupo de pesquisa na
Universidade Federal da Bahia (SANTOS, 2016). Como método de deteccdo visual da
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resposta do biossensor, foi escolhida a cromoproteina Tinsel Purple, que dispensa o uso de

equipamentos sofisticados para leitura dos resultados.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 BIOLOGIA SINTETICA

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, o0 uso de organismos vivos tornou-
se parte dos processos de producao de uma diversidade de biomateriais. Ha anos, a industria
biotecnoldgica vem explorando essa tecnologia com grande sucesso. Porém, na maioria dos

casos, essa tecnologia se baseia em produgao por “tentativa e erro” (COOLING et al., 2010).

A Biologia Sintética € uma éarea que tem crescido consideravelmente, gerando
resultados importantes e grandes expectativas no intervalo de uma década, o que fez com
gue fosse de fato reconhecida como mais um ramo de pesquisa no grande ramo da Biologia
(CAMERON; BASHOR; COLLINS, 2014). A criacao dessa area se deu pela necessidade de
simplificar e compreender sistemas biolégicos (virus, bactérias, eucariotos). Com essa
finalidade, pesquisadores constroem/reconstroem sistemas bioquimicos e genéticos, in vivo
e in silico, e criam modelos computacionais (utilizando a Bioinformatica) para mimetizar o
comportamento dessas vias de forma que seja possivel chegar a uma aplicagdo real
(PADILLA-VACA; ANAYA-VELAZQUEZ; FRANCO, 2015). De forma geral, o principal objetivo
da Biologia Sintética é tornar os sistemas biol6gicos mais previsiveis, eficientes, sistematicos
e robustos (WANG; WEI; SMOLKE, 2013). Para tanto, pesquisadores trabalham na tentativa
de gerar organismos ou sistemas bioldgicos recodificados geneticamente a fim de que se
tornem mais previsiveis e sistematicos, produzam resultados mais robustos, sejam capazes
de serem aplicados em diferentes escalas de trabalho ou produgéo e sejam mais eficientes
que os sistemas ou organismos selvagens (PADILLA-VACA; ANAYA-VELAZQUEZ;
FRANCO, 2015).

Muitos pesquisadores fazem uma analogia da Biologia Sintética com a Engenharia
Computacional para conceituar a sua hierarquia e metodologia (Figura 1). De fato, cada
componente ou parte individual constitui um bloco ou dispositivo mais complexo. O design de
uma nova caracteristica ou comportamento desejado € visualizado ou idealizado do topo (top-
bottom), ou seja, do(s) médulo(s) com todas as partes unidas. Porém, para sintetizar o(s)
maédulo(s) é necessario comecar de baixo para cima (bottom-up), parte por parte. Fazem parte
da base dessa hierarquia 0 DNA, RNA, proteinas e metabdlitos que seriam analogos aos
resistores, capacitores e camadas fisicas dos transistores na Engenharia Computacional. A
proxima camada na hierarquia seria o dispositivo, que compreende a regulacdo do fluxo de
informacé&o (reag6es bioquimicas), que na Computacao seria o equivalente as portas logicas

engenheiradas. J4 na camada do médulo, os dispositivos sdo agrupados de forma logica para
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formar uma via complexa ou circuitos integrados. Da mesma forma nos computadores, com
os dispositivos agrupados formando modulos, esses mdadulos podem ser conectados para dar
origem a circuitos integrados ou redes (ANDRIANANTOANDRO et al., 2006).

Figura 1 — Hierarquia da Biologia Sintética inspirada na Engenharia Computacional.
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Fonte: (ANDRIANANTOANDRO et al., 2006)

A Biologia Sintética possui inimeras aplicacdes, como pode ser observado na Figura 2.
Atualmente existe uma grande quantidade de informacdo que pode ser obtida através da
gendmica, transcriptdbmica, protedmica, e metabolémica, porém é necessario tempo, esforco
e know-how bem maior para compreensdo dos dados. Ja a busca direta da informacao
desejada torna o trabalho mais simples. Por exemplo, se é desejado avaliar e modular o
comportamento de uma via metabdlica, com a Biologia Sintética € possivel mimetizar a via
metabdlica através da construgdo de circuitos genéticos, in silico e in vivo (PADILLA-VACA;
ANAYA-VELAZQUEZ; FRANCO, 2015).

Ha varios anos, microorganismos vém sendo utilizados para uma infinidade de
aplicacoes biotecnolégicas, como por exemplo, producdo de farmacos. Contudo, com a
capacidade de “engenheirar” um sistema bioldégico € possivel aprimorar as aplicacdes

conhecidas e torna-las mais eficientes, bem como criar novas possibilidades e novas
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aplicacdes (ANDRIANANTOANDRO et al., 2006). KOBAYASHI e colaboradores, em 2004,
produziram um sistema que acopla genes regulatérios com médulos biossensores, para que
seja possivel detectar dano ao DNA, com formacdo de um biofilme como resposta. A

exposicao transiente das células engenheiradas a luz ultravioleta causava dano ao DNA e
induzia a formacao dos biofilmes.

Figura 2 — Diversas aplicaces da Biologia Sintética.
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1.2 METODOS DIAGNOSTICOS PARA IDENTIFICACAO DE SEQUENCIAS DE DNA

Diagnostico molecular baseado na identificacdo de sequéncias de DNA contribuem
continuamente para os avancos da pesquisa e medicina. A identificacdo de um agente
infeccioso, por exemplo, através de sua sequéncia de DNA é um método menos subjetivo,
mais acurado e até mesmo mais rapido que métodos convencionais de cultura. Assim como
qualquer outro método diagnéstico, o diagnéstico baseado no reconhecimento de sequéncias
de DNA necessita de um meio de deteccdo e um meio de transmissao de sinais. A maior parte
dos meios de deteccdo de sequéncias especificas de DNA utilizam uma fita simples DNA
(ssDNA), ou dupla-fita de DNA desnaturada, para parear com alta especificidade a uma
molécula complementar, seja ela DNA, RNA ou proteina. O pareamento especifico, ou
hibridizacdo, é a base das metodologias comuns como a amplificacdo por PCR (Rea¢édo em
Cadeia da Polimerase), Southern blot, Northern blot, microarranjo de DNA (microarray) e
Hibridizacao Fluorescente in situ, ou FISH (GHOSH et al., 2006). O método de PCR tem sido
considerado muito mais rapido e sensivel para diagndstico de patégenos quando comparado
com métodos padréo-ouro (por exemplo, cultura bacteriana). Entretanto, por muitas vezes é
necessario um diagnostico de multiplos patégenos simultaneamente. O PCR multiplex é
capaz de detectar diversos genes numa reacdo Unica, porém a técnica de microarranjos
consegue detectar um ndmero muito maior de sequéncias de uma s6 vez, apesar de
necessitar de uma sonda para cada novo alvo e ser mais demorado. Além disso, todos os
métodos citados acima necessitam do passo de desnaturacdo do DNA dupla-fita, implicando
na necessidade de um termociclador. Nesse sentido, as proteinas ligadoras de DNA (DBPs)
surgem como uma alternativa mais rapida, simples e, potencialmente, com maior custo-
beneficio, uma vez que podem identificar sequéncias em DNA dupla-fita. Isso é importante,
pois raramente o DNA é encontrado na forma de fita simples, seja naturalmente ou apés
amplificacdo por PCR (GHOSH et al., 2006; KIM et al., 2011).
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Figura 3 - Viséo geral dos métodos diagnosticos de DNA.
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1.3 BIOSSENSORES PARA DIAGNOSTICO PELA IDENTIFICACAO DE
SEQUENCIAS DE DNA

Ha um grande interesse na producao de biosensores, tanto na area de pesquisa quanto
no ambito comercial (TELES; FONSECA, 2008). De acordo com a nomenclatura IUPAC,
biossensores séo definidos como "dispositivos que utilizam rea¢des bioquimicas especificas
mediadas por enzimas isoladas, sistema imune, tecidos, organelas ou células inteiras para
detectar compostos quimicos” (NIC et al.,, 2005). Biosensores sdo pequenos dispositivos
capazes de detectar, por meio de reacdes biolégicas, um determinado analito alvo. De modo
geral, biossensores compreendem dois a trés moédulos: um sensor, um computador (opcional)

e um reporter (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo esquematica do funcionamento de biosensores. O dispositivo

biosensor é capaz de detectar o alvo e transmitir o sinal que pode ser emissao de luz, por exemplo.
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Fonte: (WANG, 2000)

Os biossensores de células inteiras, por exemplo, incorporam uma proteina sensora que
busca o ligante de interesse e é acoplado com um sistema regulador genético para produzir
um sinal capaz de ser quantificado, tal como a fluorescéncia (DONALDSON & DATTELBAUM,
2014). Além de células inteiras, moléculas, anticorpos e enzimas também podem ser usados
em sistemas biossensores (RAUT et al., 2012; COURBET et al., 2015). Quando combinados
com novas tecnologias, como a base de papel, em chip, microfabricacdo e/ou biomateriais
dindmicos, os sistemas biossensores possuem grande potencial como ferramentas portateis
de diagnostico em pontos de atendimento (COURBET, 2015)

Métodos moleculares para identificacdo de sequéncias de DNA tém desempenhado
papel importante para o diagnéstico médico, controle de qualidade alimentar e até mesmo
monitoramento ambiental. A grande questdo é o alto custo dos equipamentos e profissionais
experientes que essas técnicas moleculares requerem. Na tentativa de oferecer uma
alternativa para paises em desenvolvimento, dispositivos portateis (biossensores) tém sido
cada vez mais estudados. Esses dispositivos podem ser a chave para um diagndstico ou
identificacdo precisa, eficiente e de baixo custo (ELLERBEE et al., 2009; YAGER et al., 2006;
YING et al., 2017). As abordagens de Biologia Sintética possuem potencial de impulsionar
tecnologias promissoras em ferramentas diagndsticas adequadas para utilizagdo na pratica,
como os biossensores de DNA. Dispositivos baseados em papel estdo prontos para
desempenhar um papel proeminente em aplica¢des in vitro, pois se encaixam a necessidade
de ferramentas de diagnéstico de baixo custo, praticas e simples para uso fora do laboratorio.
Outro exemplo sdo o0s sensores in vivo existentes, que jA comecaram a transicdo de seus
atuais modelos de pesquisa para aplicativos para monitoramento em tempo real e diagndstico
precoce e personalizado de pacientes (SLOMOVIC; PARDEE; COLLINS, 2015).
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Um bom exemplo de biossensor muito utilizado em analises biolégicas e diagnéstico
médico € o biossensor de fluxo lateral (lateral flow nucleic acid biosensor - LFNAB). Esse é
um método promissor para pontos de atendimento rapido (GAO et al., 2014). A Figura 5
mostra alguns exemplos de metodologias para aplicacdo de um biossensor. Eles podem ser,
por exemplo, de fluxo lateral, dispositivo analitico microfluidico baseado em membrana de

papel e fitas-teste de pH.

Figura 5 — Metodologias possiveis de serem aplicadas para criacdo de um biossensor.

Exemplos: fitas-teste de pH (A e B) e fluxo lateral (C).
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Fonte: HU et al., 2014

Pode-se dizer que é possivel que, num futuro préximo, as tecnologias dos biossensores
estejam amplamente inseridas na area de diagnostico, principalmente molecular, por se tratar
de um diagndstico mais sensivel. Dispositivos biossensores tém importancia na saude, pois
podem ser uma solucéo simples e eficiente para diagnéstico em locais com poucos recursos,
como postos de saude, distantes dos laboratérios de referéncia, ou em casos de situacdes
emergenciais (TELES; FONSECA, 2008).
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Um simples diagnostico precoce pode reduzir a mortalidade e economizar nos gastos
com saude (WEI; CHENG, 2016). Segundo Shorr e colaboradores (2007), a aplicacao de
métodos para diagnésticos precoce no ano de 2007, poderia ter evitado aproximadamente 92
mil mortes por sepse e ter promovido uma economida de, no minimo, 1,5 bilhdes de délares
dos custos em saude nos Estados Unidos. Estudos mais recentes apontam que, sé em 2011
nos Estados Unidos, o custo total de tratamentos de sepse foi de 20,3 bilh6es (KHWANNIMIT;
BHURAYANONTACHAI, 2015). Um diagndstico precoce pode otimizar o uso de antibidticos,
por exemplo, e ajudar a aumentar as taxas de sobrevivéncia dos pacientes (Dellinger et al.,
2013; Singer et al., 2016). Por exemplo, a tuberculose latente (LTBI) € uma condicdo pela
qgual os pacientes ndo apresentam TB ativa, mas podem desenvolver TB quando expostos a
fatores de risco que enfraguecem seu sistema imunoldgico. Seu diagnostico precoce poderia
reduzir o risco de desenvolvimento da TB ativa, por meio da prevencéo e métodos profilaticos.
Organizacao Mundial de Saude, 2015a, 2015b).

1.4 PROTEINAS LIGADORAS DE DNA

Um dos grandes diferenciais de proteinas ligadoras de DNA é que elas séo capazes de
se ligar a sequéncias especificas na dupla-fita de DNA, n&o sendo necessario a desnaturagéo
e renaturacdo da fita para reconhecimento da sequéncia alvo. Dessa forma, podem ser
aplicadas para alvos no genoma de organismos vivos (KIM et al., 2011). Proteinas ligadoras
de DNA, produzidas sinteticamente, com a finalidade de controlar a expressdo génica tém
permitido grandes avangos em pesquisas biomédicas. Fatores de transcri¢cdo sintéticos tem
sido aplicados em testes pré-clinicos para o tratamento de doencgas, e alguns também estéo
participando da fase de desenvolvimento clinico (KABADI; GERSBACH, 2014). Dentre as
proteinas utilizadas para estudos envolvendo ligagéo a sequéncias especificas de DNA, as
mais discutidas e utilizadas atualmente, tanto em pesquisa (in vitro) como em testes pré-
clinicos, sdo as proteinas com dominios de Zinc Fingers (ZFP), CRISPR-Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) e as Proteinas Efetoras do tipo Ativador

Transcricional (TALES).

1.4.1 Zinc Fingers

Zinc Fingers (ZnF) sao pequenos dominios protéicos, ndo reativos, estabilizados por um

ion zinco, de onde surge entdo sua denominacao. Cada dominio de zinc finger é capaz de se
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ligar a trés nucleotideos especificos numa fita dupla de DNA, como pode ser observado na
Figura 6. Os complexos formados por zinc fingers podem ser compostos de um ou mais
dominios, podendo ser multidominios (multifinger) quando arranjados em tandem. Dessa
maneira, formam estruturas que sao capazes de reconhecer sequéncias de DNA mais
extensas (URNOQV et al., 2010).

Figura 6 — Interacao dos dominios de Zinc Fingers com sequéncias de DNA. Cada dominio ZnF
tem a capacidade de interagir com trés nucleotideos de uma sequéncia de DNA. Sendo assim, os trés
dominios ZnF apresentados como exemplo, quando em tandem, podem interagir com um total de nove

nucleotideos.

|GIG|GIG|G[T|G[AIC]

Fonte: (URNOV et al., 2010)

Desde a determinacdo de estruturas tridimensionais de Zinc Fingers ligadas a
sequéncias de DNA, as proteinas ligadoras de DNA tem sido consideradas uma ferramenta
de grande importancia para a Biotecnologia, uma vez que possuem vasta aplicabilidade
(PAVLETICH; PABO, 1991). Essas proteinas podem ser programadas, de forma que possam
localizar qualquer alvo especifico num dado genoma. A depender da aplicacdo, as proteinas
ligadoras de DNA podem ser acopladas a diferentes dominios, a saber: 1) dominios ativadores
ou repressores transcricionais; 2) dominios para clivagem do DNA; ou 3) dominios para

modificacdo ou remocédo de marcas epigenéticas (STRAUS; LAHAYE, 2013).

A importancia do zinco na estabilidade de estruturas protéicas foi primeiramente descrito
em 1983, com o estudo da molécula do fator de transcrigdo IlIA (TFIIIA) (BERG; SHI, 1996).
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Dominios ZnF estdo presentes em inUmeras proteinas envolvidas em diversos processos
celulares, a saber: replicacdo e reparo, transcricao e traducdo, metabolismo e sinalizacéo,
proliferacdo celular e apoptose (KRISHNA; MAJUMDAR; GRISHIN, 2003; PAVLETICH;
PABO, 1991; RICE; TURPIN, 1996).

As primeiras proteinas engenheiradas para detectar sequéncias especificas de DNA
foram baseadas nas Zinc Fingers com dominios do tipo Cis;Hisz, muito comuns no proteoma
humano. Esse tipo de dominio forma uma estrutura bastante versatil para construcdo de
proteinas ligadoras de DNA personalizadas para reconhecimento de qualquer sequéncia de
DNA desejada. Cada dominio Cis;His, é composto por cerca de trinta aminoacidos e forma
uma estrutura do tipo Bpa, e essa estrutura é estabilizada por interacdes hidrofébicas e pela
quelacdo de um ion zinco a dois residuos de Cisteina e dois residuos de Histidina. Nessa
estrutura, a regiao que determina a especificidade € a a-hélice, onde trés ou quatro residuos
interagem com o DNA (GHOSH et al., 2006; KABADI; GERSBACH, 2014; KIM et al., 2011).

Embora as ZFP possuam, na literatura, resultados apresentando alta eficiéncia e
especificidade, elas ainda sdo um desafio para os pesquisadores. Isso se deve a sua
dificuldade na predic&o da afinidade e especificidade. O desenvolvimento de uma ZFP requer
a construcao e o screening utilizando um design racional, ou através de uma selecao de alta
eficiéncia com base nas proteinas encontradas na vasta biblioteca de ZFPs previamente
determinadas. Por esse motivo, muitos pesquisadores atualmente tem dado preferéncia as
CRISPR-Cas9 e as TALEs, pois essas possuem um sistema de predi¢éo da especificidade e
afinidade mais simples de compreender e engenheirar. Contudo, os conhecimentos
adquiridos através de estudos com as ZFPs foram e sdo muito Uteis para compreensao
dessas outras proteinas (KABADI; GERSBACH, 2014).

1.4.2 Sistema CRISPR-Cas

O sistema CRISPR-Cas funciona como um mecanismo de defesa das bactérias e
arqueobactérias contra infeccbes virais. Esse sistema é capaz de detectar e silenciar acidos
nucléicos ndo-proprios através de um RNA guia (JRNA). No sistema original, bactérias e
arqueobactérias integram fragmentos pequenos de sequéncias de DNAs ex6genos,
chamados protoespacadores, no locus gendmico CRISPR. Os protoespacadores, entéao,
geram uma “memoria” dos invasores anteriores. O locus CRISPR é transcrito e processado
em RNAs pequenos, chamados crRNAs. Esses crRNAs entdo possuem complementariedade
com sequéncias de DNA exdgenas. No sistema CRISPR-Cas tipo Il, os crRNAs sédo

associados com crRNAs transativadores (tracrRNA) e com a endonuclease Cas9. O crRNA e
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o tracrRNA recrutam entdo uma enzima RNAselll para processamento e maturacdo do
crRNA, para que este sirva como guia para a Cas9 atingir a sequéncia alvo (MAHFOUZ;
PIATEK; STEWART JR, 2014; MALI et al., 2013; WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA,
2012).

Sendo assim, por complementariedade, o complexo CRISPR-Cas9 é capaz de induzir
uma clivagem na fita de DNA exdgena. Através da caracterizacdo do sitio de clivagem da
Cas9, hoje sabe-se que é necessario uma pequena sequéncia a jusante do protoespacador
para que a clivagem ocorra. Essa regido é chamada Motivo Adjacente ao Protoespacador
(PAM) e possui alta variagdo na sua sequéncia nas diferentes espécies de bactérias. Sabendo
que o gRNA é a molécula responséavel pela especificidade ao alvo, o processo de construgéo
de moléculas para diferentes sitios alvo torna-se muito mais facil, ja que somente é necessario
modificacdo do gRNA. Porém, hé relatos de um aumento na taxa de ligagéo fora do alvo, ou
ndo-especifico, mesmo em sequéncias antes consideradas conservadas. Outra caracteristica
negativa do sistema CRISPR-Cas € o tamanho da molécula Cas9, que dificulta a
administracdo a células (JINEK et al., 2012; KABADI; GERSBACH, 2014; MAHFOUZ;
PIATEK; STEWART JR, 2014; MALI et al., 2013; WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA,
2012).

1.4.3 Proteinas Efetoras do tipo Ativadores Transcricionais (Transcription
Activator-Like Effectors - TALES)

Proteinas efetoras do tipo ativadores trancricionais (TALES) séo fatores de transcricdo
secretados por bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas e Ralstonia (BOCH et al.,
2009; MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; MUNOZ BODNAR et al., 2013; NGA-SZE MAK et al.,
2013). Esses organismos naturalmente produzem TALEs com o objetivo de modular a
expressao génica do hospedeiro, como um mecanismo de invasdo, aumentando, dessa
forma, a susceptibilidade da planta a infeccdo (CERMAK et al., 2011; KABADI; GERSBACH,
2014; POLITZ; COPELAND; PFLEGER, 2013). A primeira TALE natural identificada foi a
AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, um patégeno de espécies de pimentas.
A AvrBs3 desencadeia uma resposta imune na planta que possui o gene Bs3, gene de
resisténcia a doenca (BOCH; BONAS, 2010; BOGDANOVE; SCHORNACK; LAHAYE, 2010).

As TALEs de origem natural sdo compostas por trés partes essenciais: 1) um dominio
central de repeticdes em tandem (DNA Biding Domain — DBD), responsavel pela ligacdo da
proteina a uma sequéncia de DNA especifica; 2) por¢cao N-terminal, com sinais de secrecao

e translocacgéo; e 3) regido C-terminal que possui sinal de localizagdo nuclear e um dominio
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ou proteina fusionada (SCHOLZE; BOCH, 2011). TALEs, originalmanente, sdo compostas de
dominios centrais contendo 7 a 34 repeticdes, cada uma contendo de 33-35 (normalmente
34) aminoacidos (Figura 7). A dltima repeticéo truncada na posi¢ao C-terminal, chamada half-
repeat (meia-repeticdo), contém 20 aminoacidos (BOCH; BONAS, 2010).

Figura 7 — Representacdo dos dominios presentes numa proteina TALE de origem natural.

Destaque para o Dominio Central de ligacdo ao DNA e a RVD (residuos 12 e 13) de cada repeticao.
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Fonte: (JANKELE; SVOBODA, 2014a)

Cada repeticdo do dominio central possui dois aminoacidos hipervariaveis (Repeat-
Variable Diresidue — RVD), sendo eles os residuos 12 e 13. O residuo 12 nao faz contato com
o DNA, contudo, também é importante pois forma ligagbes de hidrogénio que estabilizam a
estrutura da TALE. O residuo 13, por sua vez, é responsavel pela preferéncia de ligacdo do
maédulo de repeticdo a um nucleotideo especifico na sequéncia de DNA alvo. Ele se liga ao
nucleotideo na fita senso (sentido 5°-3’), no sulco maior (major groove) da dupla-hélice por
meio de ligacdes de hidrogénio e interacdo de Var de Waals (DENG et al., 2012; JANKELE;
SVOBODA, 2014a; KABADI; GERSBACH, 2014; NGA-SZE MAK et al., 2013).

A especificidade dos RVDs foram decifradas experimentalmente e através de
ferramentas de Bioinformatica. Atualmente, os RVDs bem caracterizados na literatura séo
(Figura 8): NI (Asparagina e Isoleucina) para Adenina (A), HD (Histidina e Aspartato) para
Citosina (C), NG (Asparagina e Glicina) para Timina (T) e Citosina metilada (mC), NH
(Asparagina e Histidina) e NK (Asparagina e Lisina) para Guanina (G), NN (duas Asparaginas)
para G ou A, e NS (Asparagina e Serina) para todas as quatro bases. Os diresiduos NN e NS
possuem, portanto, baixa especificidade (BOCH et al., 2009; MOSCOU; BOGDANOVE,
20009).
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Figura 8 — Apresentacao das RVDs padrao e os nucleotideos com os quais elas especificamente

interagem.

C
standard RVDs

‘HD \NHHNK\NGHNWNN‘NS‘
C G G T G G
Mg C

Fonte: (JANKELE; SVOBODA, 2014a)

A regido N-terminal (NTR) é composta de quatro repeticbes antecedentes ao dominio
central que contribuem diretamente para a carga total basica da TALE. Essa regido é
importante para a ligagdo da proteina ao DNA e faz interagdo com uma Timina conservada
(posicdo 0 da sequéncia alvo). Nas TALEs naturais, produzidas por fitobactérias, a NTR
possui ainda sinalizagdo para secrecdo e translocagdo (CASPER-LINDLEY et al., 2002;
JANKELE; SVOBODA, 2014a).

A Timina conservada na posigdo 0 (5’-T°) é observada na maioria das sequéncias alvo
das TALEs de ocorréncia natural. Elas parecem ser necessarias para a atividade das
proteinas fusionadas a regido C-terminal das TALEs (GAO et al., 2012; LAMB; MERCER,;
BARBAS, 2013; MAHFOUZ et al., 2011; MOSCOU; BOGDANOVE, 2009). Entretanto, ja
foram observadas proteinas fusionadas a TALEs que funcionavam perfeitamente mesmo na
auséncia de uma 5’-T°. Aparentemente, a 5’-T° da sequéncia de DNA alvo parece nao ter a
mesma significancia das TALEs de ocorréncia natural para as TALEs desenhadas
artificialmente com RVDs padréo. Isso sugere que as TALEs sintéticas se liguem com maior
afinidade ao alvo, de forma que n&o é necessario a 5’-T° (MECKLER et al., 2013; MILLER et
al., 2011; SUN et al., 2012).

De forma independente, cada repeticdo do dominio central forma uma estrutura
secundaria de “hélice-loop-hélice”. Nessa estrutura as a-hélices séo ligadas pelo loop que é
formado pela RVD (Figura 9). A primeira a-hélice (a-helix S), a menor, se estende do residuo
3 ao 11, enquanto que a segunda a-hélice (a-helix L), a maior, se estende do residuo 15 ao
33 (JANKELE; SVOBODA, 2014a). O dominio central forma uma estrutura de super-hélice
para a direita (LANGE; BINDER; LAHAYE, 2014).
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Figura 9 — Estrutura tridimensional obtida por cristalografia de raio-x da TALE PthXol do

patégeno de arroz Xanthomonas oryzae.

Fonte: (MAK et al., 2012)

A producao de TALEs sintéticas para regulacao de genes é uma area de pesquisa que
tem crescido bastante nos ultimos anos. Os pesquisadores consideram duas regras
importantes no momento de selecionar TALEs em potencial. A primeira é a insergéo da 5'-T°,
ou repeticao 0 no desenho da proteina (para garantir a estabilidade da ligacdo ao alvo); e a
segunda, é a meia-repeticdo (half-repeat) truncada na posigéo 3. Essa ultima é importante
para a ligacdo correta a sequéncia de DNA alvo (BOCH et al., 2009; MOSCOU,;
BOGDANOVE, 2009).

As TALEs tém surgido como ferramentas de destaque para fins de manipulagéo génica.
Elas possuem grande potencial, uma vez que séo capazes de se ligar a dupla-fita de DNA,
permitindo que se liguem diretamente aos cromossomos dentro do ndcleo das células alvo e
possam entdo promover edicdo génica in loci (POLITZ; COPELAND; PFLEGER, 2013).
Apesar da quantidade de informagé@o conhecida a respeito dessas proteinas, muito ainda
precisa ser estudado a fim de melhor elucidar a natureza biofisica da interagcdo especifica das
RVDs com os nucleotideos. Além disso, é preciso esclarecer a relacdo da extensado e
composicao da proteina com a afinidade e especificidade. Mais ainda, um estudo aprofundado
da estrutura tridimensional seria capaz de definir de que forma exatamente a proteina interage
com o DNA para que a arquitetura dos dominios ou das proteinas fusionadas na porcéo C-



32

terminal das TALEs possa ser otimizada. S&o inUmeras possiveis aplicacdes para essa classe
de proteina ligadora de DNA (BOGDANOVE; VOYTAS, 2011).

1.5 GENES REPORTER: CROMOPROTEINAS

Convencionalmente, todos o0s processos de transformacéo de organimos devem conter
genes marcadores que sejam capazes de identificar e isolar os transformados dos demais
(SHIH et al., 2015). Os genes marcadores mais utilizados em sistemas bacterianos séo
chamados genes reporter. O termo gene reporter se refere a um gene cujo fendétipo resultante
possa ser quantificado (exemplo: cor, fluorescéncia) e que seja facilmente distinguido das
proteinas enddgenas do organismo. Genes reporteres, como as proteinas fluorescentes e
bioluminescentes, ndo exercem pressao seletiva nas células transformadas. Eles séo
amplamente utilizados para observar eventos celulares, a exemplo de transducéo de sinais e
expressao génica (NAYLOR, 1999; SHIH et al., 2015). Alguns exemplos muito utilizados estédo
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Genes repérter mais comumente utilizados.

Genes reporter Fendtipos

Usa a acetil-CoA para transferir dois

grupos acetil para os grupos hidréxido do

Cloranfenicol acetiltransferase (CAT)  cloranfenicol, impedindo-o de se ligar
ao ribossomo, neutralizando a sua acao

antibidtica.

Luciferase Enzimas que catalisam reagfes
bioldgicas transformando energia quimica

em energia luminosa.

Proteina fluorescente verde (GFP) Proteina produzida
pelo cnidario Aequorea victoria que
emite fluorescéncia na zona verde

do espectro visivel.
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Coloracao azul na presenca do

LacZ (Beta-galactosidade)
substrato X-GAL

Fonte: Adaptado de NAYLOR, 1999

Alguns estudos, como o de avaliacdo de expressao génica por exemplo, ndo necessitam
de marcadores que exercam pressao seletiva. Para tais estudos, pode-se utilizar alternativas
mais rapidas e ecoldgicas, como o0 uso de genes reporter codificadores de cromoproteinas.
Uma vez que proteinas fluorescente necessitam de equipamentos especiais para visualizagéo
e/ou quantificacdo da fluorescéncia emitida, as cromoproteinas surgem como uma alternativa
mais simples. Cromoproteinas permitem a identificacdo e isolamento de organismos
transformados por meio de simples deteccéo visual (MERCANTE; RUMJANEK; FRANCO,
2000; NAYLOR, 1999; SHIH et al., 2015).

A Tinsel Purple (tsPurple) é uma cromoproteina distribuida comercialmente pela
empresa DNA 2.0 (ProteinPaintbox®). A proteina apresenta coloracdo violeta (como
observado na Figura 10), funcionando portanto como um bom gene repérter. Sua sequéncia
génica foi adicionada ao Registro de Partes Bioldgicas (iGEM) pelo grupo iGEM11_Uppsala-

Sweden no ano de 2011.

Figura 10 — Imagem de uma placa com colbnias de Escherichia coli transformadas com

plasmideo contendo a cromoproteina Tinsel Purple.

J23116-tsPurple J23110-tsPurple

Fonte: IGEM (http://parts.igem.org/wiki/images/9/92/AmilCP_and_tsPurple.jpg)



34

1.6 Corinebactérias emergentes e seu diaghdstico

A difteria € uma doenca infecciosa que merece atencao devido aos constantes surtos e
ondas epidémicas com alta incidéncia e taxas de mortalidade cada vez mais elevadas
(GALAZKA, 2000). Corynebacterium diphtheriae é o principal agente etioldgico causador da
doenca, e por consequéncia, 0 organismo mais estudado do género Corynebacterium spp. O
género €& composto por diversas espécies de interesse médico, algumas dessas
corinebactérias sdo capazes de produzir a toxina diftérica, enquanto existem outras
corinebactérias ndo diftéricas (ndo produtoras de toxina), também chamadas difteréides
(KONRAD; HORMANSDORFER; SING, 2015). Espécies de corinebactérias ndo-diftéricas
sdao naturalmente encontradas na mucosa e microbiota normal da pele de seres humanos e
animais. Atualmente, essas espécies tém sido frequentemente encontradas em amostras
clinicas, tornando dificil determinar com eficiéncia se € uma simples contaminac¢do ou se é
clinicamente relevante (BERNARD, 2012).

Essas corinebactérias nao-diftéricas tém sido relatadas na literatura como agentes
oportunistas, capazes de causar infeccbes nosocomiais em humanos. As infeccoes
associadas a esses agentes acabam por desencadear quadros de septicemias, endocardite,
infecgcBes de feridas cirargicas, de proteses e infecgdes relacionadas a cateteres (VILA et al.,
2012). Em 2015, pesquisadores nos Estados Unidos apontaram as bactérias do género
Corynebacterium spp. como segunda causa mais comum de infecgdo em ferimentos cronicos.
Dentre as trés espécies mais frequentes estdo: C. striatum e C. xerosis (WOLCOTT et al,
2015). As corinebactérias nao-diftéricas mais estudadas séo as que compdem o chamado
complexo XSMA, que compreende: Corynebacterium xerosis, Corynebacterium striatum,
Corynebacterium minutissimum e Corynebacterium amycolatum. Isso se deve nao sé ao
potencial patogénico dessas espécies, mas as dificuldades na identificacdo e diagnostico
preciso, pois essas elas possuem altas taxas de variabilidade bioquimica entre linhagens da
mesma espécie.

Atualmente, o diagnostico preciso das corinebactérias ainda é um desafio para a
medicina. O teste mais utilizado para diferenciacdo destas bactérias é o API Coryne™
(bioMérieux). Esse teste é um sistema padronizado para a identificacdo de bactérias
corineformes que é composto por um kit com 20 testes bioquimicos (substratos) para avaliar
atividades enzimaticas e fermentacéo de carboidratos que geram resultados apés 24 horas.
Os resultados dos testes sdo lancados em uma base de dados online da empresa que emite

uma identificacédo da espécie (APl Coryne™, Guia do Usuario. BioMérieux).

Atualmente, o método mais confidvel para a identificacdo das corinebactérias é o
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sequenciamento do genoma total. Esse método é capaz de fornecer informacfes de genes
Unicos das espécies, perfil de resisténcia a antibiéticos ou mesmo informar a auséncia de
genes ja conhecidos e previamente relacionados com as espécies. Contudo, é uma
metodologia que requer equipamentos de alto custo, bem como profissionais capacitados
para executar a técnica e interpretar os resultados. Por esses motivos, esse tipo de
metodologia ainda é restrita a laboratorios de referéncia (KOSER et al., 2012). Os genomas
das quatro espécies do complexo XSMA ja se encontram depositados em banco de dados
online, o que torna mais facil o desenvolvimento de novas técnicas moleculares para
identificacdo correta das espécies de corinebactérias (MATTOS-GUARALDI et al., 2015;
PACHECO et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma proteina ligadora de DNA do tipo TALE (Transcription Activator Like
Effector) fusionada com a cromoproteina Tinsel Purple, com potencial de detectar uma
sequéncia especifica de DNA e emitir sinal colorimétrico para deteccao visual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Desenhar e construir a sequéncia codificadora para proteina TALE ligadora de DNA

especifica para Corynebacterium striatum.
v' Obter a sequéncia génica da cromoproteina Tinsel Purple (tsPurple).
v Fusionar a sequéncia génica da TALE com a sequéncia génica da cromoproteina.

v Clonar sequéncia fusionada num plasmideo de expressdo pelo sistema Gateway de

clonagem.

v Induzir a expressido da proteina quimérica e avaliar a emissdo de cor para validar sua

viabilidade em diagnostico.
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3 METODOLOGIA

3.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho segue a metodologia de acordo com o apresentado no fluxograma
abaixo.

Figura 11 - Fluxograma da estratégia experimental adotada.

e ™, e ™
Recuperagdo do plasmideo BBa_K1357008 do Desenho da sequéncia alvo
kit IGEM para clonagem da Tinsel Purple (gene Efel))
\ i Wy . i A
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Transformagdo em linhagem XL1blue de (pTALE) com sequéncia
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especifica para o gene Efel
\ i Wy . i A
e ™, ' ™
Amplficagdo por PCR convencional para 5 .
isclamento do gene tsPurple e adigio de sitios Iﬁﬁ‘gg‘:‘fgiiﬁe";‘:ﬁge&
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BamHI (primer reverse) plasm
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h 4
™, — ™,
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expressdo da proteina quimérica & contirmagao ;Crgcom nagao por
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A 4
'd ™
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3.2 LINHAGENS DE ESCHERICHIA COLI UTILIZADAS NO ESTUDO

As linhagens de Escherichia coli utilizadas no presente estudo, bem como seus
respectivos gendtipos, sdo apresentados na Tabela 2. As linhagens XL1blue e JM109 foram
selecionadas como linhagens de clonagem, pois o laboratério possuia um estoque dessas
células competentes. A linhagem Rosetta™(DE3)pLysS foi selecionada, pois a sequéncia
codificadora da proteina TALE especifica possuia muitos cédons cuja frequéncia de uso era
baixa em Escherichia coli, e essa linhagem € otimizada para expressao de genes contendo

codons raros.

Tabela 2 — Linhagens de E. coli selecionadas para o estudo e seus respectivos genotipos.

Linhagens Genotipo

endAl ginV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mcrB+ A(lac-

JM109

proAB) el4- [F' traD36 proAB+ laclg lacZAM15] hsdR17(rK-mK+)

L1bl endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac ginvV44 F'[ ::Tn10
ue

proAB+ laclq A(lacZ)M15 Amy CmR] hsdR17(rK- mK+)
' — 2 —mB-—
Rosetta™ (DE3)p E. coli str. B F— ompT gal dcm lon? hsdSB(rB—-mB-) A(DE3
LysS [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-712(AS)

pLYsSRARE[T7p20 ileX argU thrU tyrU glyT thrT argW metT leu
W proL orip15A](CmR)

Fonte: http://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes e Thermo Scientific.

3.3 PLASMIDEOS UTILIZADOS PARA A ESTRATEGIA DE CLONAGEM

Os plasmideos utilizados no presente estudo estéo dispostos na Tabela 3. O plasmideo
pSB1C3 foi obtido do kit IGEM distribuicdo 2015, e nele estava presente a sequéncia génica
codificadora da proteina Tinsel Purple. O plasmideo pTALE foi o plasmideo obtido da Thermo
Scientific com a sequéncia génica codificadora da proteina TALE especifica. Esse plasmideo
possui resisténcia a kanamicina e possui um sitio multiplo de clonagem na posi¢éo C-terminal
da sequéncia génica para proteina TALE. O pDEST™17 foi selecionado como vetor de

expressao, pois ele possui sequéncia codificadora para uma cauda de Histidina a ser
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traduzida na posicado N-terminal do inserto, resisténcia a ampicilina e sitios de recombinacao
att. Os plasmideos pTSP1 e pTSP2 foram resultantes das clonagens realizadas durante o

estudo e possuem resisténcia a ampicilina, bem como o pDEST™17.

Tabela 3 — Plasmideos utilizados no presente estudo, suas respectivas origens de replicacéo e
marcadores de resisténcia.

Origem de Replicacao /

Plasmideos
Marcador de Resisténcia
pSB1C3 pMB1/Cm'
GeneArt™
PerfectMatch TAL pUC / Kan'

vector (pTALE)

pDEST™17 pMB1/ Amp'
pTSP1 pUC / Kan'
pTSP2 pMB1 / Amp'

Fonte: IGEM (http://parts.igem.org/wiki/index.php/Part;pSB1C3) e Thermo Scientific
(http://thermofischer.com/)

3.4 ESTRATEGIA DE CLONAGEM PARA OBTENCAO DA PROTEINA QUIMERICA
BIOSSENSORA

3.4.1 Selecédo da sequéncia alvo para construcdo da Proteina TALE especifica

A sequéncia alvo especifica de Corynebacterium striatum foi determinada com base em
um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa na Universidade Federal da Bahia (SANTOS,
2016), o qual gerou um deposito de patente recente (SANTOS et al., 2017). Através das
anotacdes de sequeciamento gendmico de linhagens de C.striatum, foram realizadas anélises

bioinformaticas para selecdo de genes unicos de C. striatum dentre as corinebactérias do
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complexo XSMA. Foram eliminados genes hipotéticos, e entdo 68 genes restantes foram
avaliados por BLASTn e BLASTx. Foi entdo selecionado o gene efeU que codifica uma

permease do transporte de ferro (APENDICE ).

Com base no gene alvo (efel), foi realizado o desenho da sequéncia codificadora da
proteina  TALE com auxilio da ferramenta TAL Effector Targeter (https://tale-
nt.cac.cornell.edu/) disponivel no website da Universidade de Cornell. A sequéncia foi
fornecida a empresa Thermo Scientific para construcdo do plasmideo com a sequéncia
codificadora para a proteina TALE especifica. O plasmideo fornecido esta apresentado na
Figura 12 e sua sequéncia pode ser encontrada no APENDICE II.

Figura 12 — Plasmideo pTALE desenhado através da ferramenta DNA ATLAS do site ATUM.
Contem sequéncia codificadora para proteina TALE especifica para o gene efeU da C. striatum e um

sitio multiplo de clonagem (MCS) com sitios de restricdo para EcoRI e BamHI.

Term_apFAB384

Term_rrnBT1T2

5009
pTALE

6181bp

EEE

3.4.2 Clonagem e digestdo do plasmideo contendo proteina TALE

O pTALE foi transformado em E. coli da linhagem XL1blue por choque térmico
utilizando-se aproximadamente 100ng do plasmideo. Foram selecionadas as colbnias
resistentes a kanamicina numa concentragdo de 50ug/ml. As colbnias selecionadas foram
inoculadas em meio Luria-Bertani (LB). Apos 24h de cultivo, foi realizada a extragdo do DNA

plasmidial utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Em seguida, o DNA obtido


https://tale-nt.cac.cornell.edu/
https://tale-nt.cac.cornell.edu/
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foi dosado por espectrofotometria (udrop, ThermoScientific) e sua integridade analisada por

gel de agarose a 1%.

A partir dai, o primeiro passo das etapas de clonagem foi a digestédo do sitio multiplo de
clonagem (MCS) do plasmideo fornecido contendo a proteina TALE especifica com as
enzimas EcoRI e BamHI (Figura 13a), deixando extremidades coesivas. Cada reacdo de
digestao (Tabela 4) foi realizada separadamente, durante um periodo de 16h, e entre cada
reacao, os fragmentos foram purificados do gel de agarose com uso do kit lllustra GFX PCR
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare and Life Sciences). Consequentemente, foi
obtido entéo o plasmideo pTALE linearizado, com a abertura do MCS (Figura 13b).

Figura 13 — Representacdo esquematica da digestado do pTALE e consequente abertura do sitio

multiplo de clonagem.

Digestao do plasmideo pTALE

b)

pTALE
6137 pb

Abertura do sitio multiplo de clonagem (MCS)
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Tabela 4 — Reacdo de digestdo para o pTALE e fragmento amplificado por PCR do gene

tsPurple. Foram realizadas reacdes para cada enzima separadamente, com duragéo de 16h.

Componente Volume para Volume para
digestdo pTALE digestao tsPurple
Tampao 10x 2ul 2ul
BSA (2ug/ul) 1ul 1ul
DNA (500ng) 5ul (pTALE) 2ul (tsPurple)
EcoRI/BamHI (5U) 1,5ul 1,5ul
H20 miliQ 13,5ul 16,5ul
Volume final 20ul 20ul

3.4.3 Obtencédo do plasmideo contendo sequéncia génica dacromoproteina Tinsel

Purple

Apos a digestao do pTALE, foi obtido o plasmideo contendo a sequéncia génica para a
cromoproteina Tinsel Purple (APENDICE 11). O plasmideo (BBa_K1357008) foi recuperado do
kit IGEM (distribuicdo 2015). No kit, os plasmideos carregando os elementos genéticos
padronizados e registrados sado disponibilizados liofilizados. O plasmideo do kit foi
ressuspendido seguindo protocolo do IGEM. Primeiro foi localizado o pogo correspondente a
parte desejada. Em seguida, foi feito um pequeno furo no papel de protecdo do pogo com
auxilio de uma ponteira (sem remover a cobertura). Foram pipetados 10 ul de agua miliQ
autoclavada e a homogeneizacgéao foi feita por pipetagem. Foram aguardados 5 minutos para
garantir maxima ressuspenséao e entdo a amostra foi armazenada em microtubos em freezer
-20°C. O plasmideo recuperado do kit continha uma sequéncia de RBS (ribosome binding
site), o gene codificador da Tinsel Purple (tsPurple) e Terminadores transcricionais (Figura
14).
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Figura 14 — Mapa do plasmideo BBa_K1357008. Contem RBS (BBa_B0034), gene codificador
da cromoproteina Tinsel Purple (tsPurple) e Terminadores (BBa_B0010 e BBa_B0012).

aNa

Xbal (2909
BioB_rick Prefix

CamR—/_

pSB1C3 - BBa_K1357008 ‘._J

— BBa_B0010
/- BBa_B0012
~Spel (847)

N

2915 bp X
BioBrick Suffix

tl (865

Terminator
R

= pMB1

Fonte: Registry of Biological Parts (IGEM).

Seguiu-se entdo o protocolo de transformacgéo da linhagem XL1blue de Escherichia coli
por choque térmico. Para a transformacgao foram utilizados 5ul do plasmideo contendo o gene
codificador da cromoproteina Tinsel Purple. Foram selecionadas as colbnias resistentes a
cloranfenicol numa concentracgdo de 34 pyg/ml. As col6nias selecionadas foram inoculadas em
meio LB. Apés 24h, foi realizada a extracdo de DNA plasmidial para recuperacédo da partes
utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Foi realizada a extragdo do DNA
plasmidial, em seguida o DNA foi dosado por espectrofotometria (udrop) e sua integridade
analisada por gel de agarose a 1%.

3.4.4 Isolamento da sequéncia génica tsPurple por PCR convencional e digestéo
dupla

Primers para isolamento da sequéncia codificadora da cromoproteina Tinsel Purple
foram desenhados, desconsiderando-se o0 RBS e terminadores transcricionais, e foram
adicionados sitios de restricdo nas suas extremidades, EcoRI (primer foward) e BamHI (primer
reverse). Todos os primers utilizados no estudo estdo presentes no APENDICE IIl. Foi
realizada uma reacdo de PCR convencional com o kit de Tag polimerase recombinante Pht
(Phoneutria Biotecnologia) (Figura 15). O protocolo da reacgéo realizada para amplificacéo da

sequéncia consta na Tabela 5.
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Figura 15 — Representagdo da amplificacdo por PCR da sequéncia génica tsPurple e adi¢cdo dos
sitios de restricdo EcoRlI (primer foward) e BamHI (primer reverse).

tsPurple

Terminadores

w
R )

v

Primer Foward
—

Primer Reverse
—

BamHlI

——

Tabela 5 — Reacao de PCR convencional realizado com o kit Pht para isolamento da sequéncia

codificadora da cromoproteina Tinsel Purple e adi¢cao dos sitios de restricao

Reagentes

Conc. Inicial Conc. Final Volume
Tampéao 10x 1x 2,5ul
DNA 5U/ul 1U 0,2ul
polymerase Pht
MgCl; 50mM 1,5mM 0,75ul
dNTP mix 10mM 200uM 0,5ul
Primer 100uM 2uM 0,5ul
forward
Primer 100uM 2uM 0,5ul
reverse
DNA 10ng/pl > 2ul
template 100ng/pl
H20 miliQ g.s.p. g.s.p. 16,55ul
Volume final 25ul
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Em seguida, o produto do PCR foi purificado e foi submetido & uma digestao dupla com
ambos EcoRI e BamHI (Figura 16), deixando extremidades coesivas. As reacdes de digestéo
foram feitas durante um periodo de 16h, e o produto purificado da digestdo com uso do kit
lllustra GFX PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare and Life Sciences) foi utilizado
para a ligacdo do fragmento de PCR (tsPurple) com o plasmideo pTALE.

Figura 16 — Representacdo esquematica da digestédo dupla do fragmento de PCR contendo o

N, ;fiﬂ

gene tsPurple.

tsPurple

Digestio do fragmento de PCR tsPurple

3.4.5 Fuséo das sequéncias TALE e tsPurple para obtencéo da proteina quimérica

biossensora

Uma vez que, tanto o pTALE como o gene tsPurple se encontravam digeridos por EcoRl
e BamHI, foi feita a ligagdo com a enzima T4 ligase da Promega através das suas
extremidades coesivas complementares (Figura 17). A reagéo de ligacéo (Tabela 6) foi feita
utilizando uma proporgéo de 1:1 de cada fragmento linearizado e purificado apés digestao,
durante um periodo de 16h, resultando no plasmideo pTSP1. A sequéncia obtida apés a
reacdo de ligag&o dos fragmentos foi simulada para avaliagdo dos resultados. Foi obtido entdo

o plasmideo pTSP1, com a fusdo das sequéncias génicas, no backbone do plasmideo pTALE.
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Figura 17 — Representacdo esquematica da ligacao dos produtos das digestdes do pTALE e

tsPurple com EcoRI e BamHI através das suas extremidades coesivas.

pTALE
6137 pb

Ligacao dos produtos das digestoes

Tabela 6 — Reacdo de ligacdo realizada utilizando a enzima T4 DNA ligase da New England

Biolabs.
Componente Volume
Tampao 10x 2ul
DNA vetor 8,5ul
DNA inserto 8,5ul
T4 DNA
ligase tul
Volume final 20ul

A linhagem JM109 de Escherichia coli foi transformada com o pTSP1 (produto da reacdo
de ligagdo) por choque térmico utilizando-se 3ul do plasmideo. Foram selecionadas as
coldnias resistentes a kanamicina numa concentracdo de 50ug/ml. As coldnias selecionadas
foram inoculadas em meio LB. Apés 24h, foi realizada a extracao do DNA plasmidial utilizando
0 kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Em seguida, o DNA obtido foi dosado por

espectrofotometria (udrop) e sua integridade analisada por gel de agarose a 1%.
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3.4.6 Recombinacdo dos plasmideos pTSP1 e pDEST™17 pelo sistema de

clonagem Gateway

Levando-se em consideracdo de que o pTALE possui sitios de recombinacdo por
recominase lambda (sitios att), foi realizada uma reacdo de recombinacdo do plasmideo
PTALE com o pDEST™17 (vetor de expressao) utilizando a enzima LR clonase Il da empresa

Invitrogen (Figura 18).

Figura 18 — Representacdo esquemética da reagdo de recombinagdo entre os plasmideos
pTSP1 e 0 pDEST™17 e o plasmideo resultante, pTSP2 (9208pb).

pDEST™17
6354 pb

R 7 a“?\l

Ty

E B

ﬁ‘i ﬁm “‘m ‘ tsPurple | .

>
PTSP1
6853 pb

Recombinagédo do pTSP1 com o pDEST™17

pTSP2
9208pb

atty 7

Plasmideo resultante da recombinagao das sequéncias

O pDEST™17 contem um promotor T7, que pode ser induzido com adigéo de IPTG ao

meio de cultura. Além disso, possui resisténcia a ampicilina no seu backbone e resisténcia a
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cloranfenicol e o gene ccdB entre os sitios de recombinacéo. O gene citotoxigénico ccdB é
um marcador de contra-selecdo, pois somente 0s clones que possuem o0s plasmideos
recombinados, ou seja, sem o gene ccdB, podem crescer. A resisténcia a cloranfenicol e o
gene ccdB foram entdo perdidos apds a recombinacao. A reacdo de recombinacdo ocorreu
num periodo de 18h e em seguida a reacdo foi interrompida com a adicdo da Proteinase K
por 15 minutos. O produto da recombinacao foi utilizado para transformacao da linhagem
JM109 de Escherichia coli por choque térmico utilizando-se 4ul do DNA plasmidial. Foram
selecionadas as colbnias resistentes a ampicilina numa concentragdo de 100ug/ml e
descartadas as coldnias resistentes a kanamicina numa concentracao de 50ug/ml, através de
replica plate. As col6nias selecionadas foram inoculadas em meio LB. Apo6s 24h, foi realizada
a extracdo do DNA plasmidial utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid (NoLid) e em seguida, o
DNA foi dosado por espectrofotometria (udrop) e sua integridade analisada por gel de agarose
a 1%.

A confirmacdo da recombinacao foi feita por meio das analises das placas de cultura
seletivas com os antibiéticos Ampicilina e Kanamicina. Além disso foi realizado PCR para
confirmar a ligacdo e recombinacéo (Tabela 7).

Tabela 7 — Reagéo de PCR para confirmacéo das ligacdes e recombinagdes.

Reagentes Conc. Inicial Conc. Final Volume
Tampéo 10x 1x 2,5ul
Taq DNA 5U/ul 1U 0,2ul

polimerase Sinapse

dNTP mix 10mM 200uM 0,5ul
Primer forward 100uM 2uM 0,5ul
Primer reverse 100uM 2uM 0,5ul
DNA template 10ng/pl > 100ng/pl 1ul

H20 miliQ g.s.p. g.s.p. 19,8ul

Volume final 25ul
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Foram utilizados os primers M13 foward (-20) e M13 reverse, para os plasmideos pTALE

e pTSP1 (resultante da reacdo de ligacdo). Primers T7 foward e tsPurple reverse foram

utilizados para amplificar o plasmideo pTSP1. J4 o plasmideo pTSP2 (produto da

recombinacéo) foi amplificado com os primers T7 foward e tsPurple reverse. Os backbones

dos plasmideos constam na Figura 19. Os plasmideos pTALE e pTSP1 compartilham o

mesmo backbone, assim como os plasmideos pDEST™17™ e pTSP2.

feita através do site Addgene.

KanR2

M13_reverse_primer
T7_promoter

attiL2

BamHI (4277)

EcoRI (4253)

KanR2

M13_reverse_primer
T7_promoter

attL.2

BamHI (4949)

Figura 19 — Mapas dos plasmideos pTALE, pDEST™17™ pTSP1 e pTSP2. Criagdo dos mapas
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3.4.7 Expresséo da proteina quimérica biossensora

Considerando-se que a sequéncia do gene codificador da proteina TALE especifica
possuia muitos codons raros, optou-se por utilizar a linhagem Rosetta™(DE3) pLysS de
Escherichia coli. Essa linhagem foi transformada por choque térmico, utilizando-se
aproximadamente 100ng do plasmideo pTSP2. Foram selecionadas as col6nias resistentes a
ampicilina numa concentragcdo de 100ug/ml e descartadas as colbnias resistentes a
kanamicina numa concentragédo de 50ug/ml. As colGnias selecionadas foram inoculadas em
5ml de meio LB contendo ampicilina a 100ug/ml para o pré-indculo. Apés 16h, foi feito o
inéculo de 100ul do pré-inéculo em 10ml de meio LB contendo ampicilina a 100ug/ml. A
densidade otica foi medida com filtro de 600nm e quando as aliquotas atingiram 1,0 e 1,5 foi
feita a inducdo da expressdo da proteina quimérica com a adicao de IPTG a 1mM na
temperatura de 37°C a 200 RPM. Foram coletadas amostras dos tempos O (pré-IPTG), 4 e 24
horas. Os resultados da expressao obtidos foram avaliados visualmente e por eletroforese de
poliacrilamida (SDS PAGE) 10%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENHO E CONSTRUCAO DO PLASMIDEO COM SEQUENCIA GENICA DA
PROTEINA TALE ESPECIFICA

Ao utilizar a sequéncia do gene efeU na ferramenta TAL Effector Targeter, foram
desenhadas as melhores sequéncias alvo com base no tamanho, posicao e localizacao, e a
sequéncia selecionada foia TCCGTCTTCGTCCTGGCAT (Figura 20), com 18 pb. Foi obtido
o plasmideo contendo a sequéncia génica para a TALE especifica para a sequéncia fornecida
para a empresa Thermo Scientific.

Figura 20 — Resultado obtido da ferramenta TAL Effector Targeter da Cornell University. Em

vermelho foi selecionado o resultado utilizado para construcdo da proteina TALE.

Results:

Sequence Name TAL start TAL length RVD sequence Strand Target sequence

Cs_TAL (i1 19 HD HD NH NG HD NG Plus T
NG HD NH NG HD HD CCGTCTTCGTCCTGGCA
AleaiizRiingi=aiiayivayle:

Cs _TAL G 18 HD HD NH NG HD NG Plus T

e eU NG HD NH NG HD HD CCGTCTTCGTCCTGGCA
NG NH NH HD NING T

O plasmideo obtido da empresa Thermo Scientific foi utilizado para transformagéo da
linhagem XL1blue. Foi obtida uma concentracdo de 90,95ng/ul de DNA plasmidial apos a
extracdo de DNA de 5ml da cultura. Através da andlise do gel de agarose 1%, foi visto que o
plasmideo de 6181 pb obtido da extragédo apresentou boa concentracao e integridade (Figura
21).
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Figura 21 — Plasmideo pTALE obtido a partir do kit de extracdo de DNA plasmidial
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Canaleta 1: Padréo de peso molecular 1kB; Canaletas 2 e 3:
pTALE.

6.000bp
5.000bp

O plasmideo pTALE foi entdo digerido com as enzimas EcoRIl e BamHI, cada enzima
por vez (digestdes simples). A reacdo durou 16h e como pode ser visto no gel de agarose 1%
na Figura 22, foram obtidas as bandas no tamanho esperado (6181 pb) correspondente ao
plasmideo linearizado. O plasmideo ndo digerido pode ser visto na segunda canaleta, para

comparacgao do resultado.

Figura 22 — Resultado das digestdes do pTALE com as enzimas EcoRI e BamHI. O tamanho do
plasmideo pTALE é de 6181 pb. Canaleta 1: Padrdo de peso molecular 1kB; Canaleta 2: pTALE;
Canaleta 3: pTALE digerido com EcoRlI; Canaleta 4: pTALE digerido com BamHI.
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Na segunda reacéo de digestao, feita apds a purificacdo da banda do gel de agarose, a
amostra que havia sido digerida com EcoRlI foi digerida com BamHI e a amostra digerida
previamente com BamHI foi digerida com EcoRI. No gel de agarose (Figura 23) foi visualizada

uma banda no tamanho esperado (6137 pb).

Figura 23 — Gel de agarose com amostras da segunda digestao simples do plasmideo pTALE.
Canaleta 1: Padrédo de peso molecular de 1kB; Canaleta 2: pTALE; Canaleta 4: pTALE linearizado
previamente com BamHlI, digerido com EcoRlI; Canaleta 4: pTALE linearizado previamente com EcoRl,
digerido com BamHlI.
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4.2 OBTENCAO DA SEQUENCIA GENICA DA CROMOPROTEINA TINSEL PURPLE

A transformacao do plasmideo contendo a tsPurple na linhagem JM109 nao apresentou
crescimento de colbnias. Por isso, foi feita a transformag¢do em XL1blue. A extragdo do DNA

plasmidial foi realizada e foi obtida uma dosagem média de 29ng/ul (Figura 24).
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Figura 24 — Extracdo de DNA plasmidial do plasmideo BBa_K1357008, contendo a sequéncia

génica da cromoproteina Tinsel Purple (duplicata - canaletas 2 e 3).

Bba_K1357008

Padrao

4.3 ISOLAMENTO DA SEQUENCIA GENICA TSPURPLE POR PCR CONVENCIONAL
E DIGESTAO DUPLA

Ap6s a reacdo de PCR convencional da sequéncia génica tsPurple, foi observado no
gel de agarose 1% a banda esperada de 702 pb (Figura 25), correspondente ao gene e aos
sitios de restricdo EcoRI e BamH], inseridos nas extremidades durante a amplificacéo.

Figura 25 — Resultado da amplificagdo por PCR do fragmento contendo o gene tsPurple a partir

do plasmideo BBa_K1357008. Como resultado, obteve-se uma banda esperada correspondente a 702

pb.

ntc  tsPurple

4




55

O produto do PCR foi purificado e foi submetido a uma digestdo dupla com ambos EcoRl
e BamHI. O produto purificado da digestéo foi utilizado para a ligacdo do fragmento de PCR

(tsPurple) com o plasmideo pTALE.

4.4 LIGACAO DO PLASMIDEO PTALE E FRAGMENTO CONTENDO O GENE
TSPURPLE

Apos as digestdes do plasmideo pTALE e do produto de PCR contendo o gene tsPurple,
foi feita a ligagéo. Para confirmar a ligacédo foram feitas reacdo de PCR convencional com os
seguintes pares de primers: tsPurple foward e tsPurple reverse; e T7 foward e tsPurple
reverse. A partir da analise dos resultados em gel de agarose (Figuras 26 e 27) foi possivel
confirmar a ligacao através da visualizacao das bandas esperadas (702 pb para a reagdo com
primers tsPurple foward e tsPurple reverse; e 907 pb para a reagédo com os primers T7 foward
e tsPurple reverse) para os plasmideos pTSP1 (produto da ligagéo).

Figura 26 — Resultado do gel de agarose 1% com o resultado do PCR convencional das
amostras de ligacdo dos fragmentos obtidos por PCR com os primers tsPurple foward e tsPurple
reverse. Canaleta 1: padrdo de peso molecular 1kB; Canaleta 2: controle sem DNA molde; Canaleta 3:

Ligacdo 1; Canaleta 4: Ligag&o 2; Canaleta 5: Ligacéo 3.

tsPurple

[ 702bp
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Figura 27 — Resultado do gel de agarose 1% com o resultado do PCR convencional das
amostras de ligagdo dos fragmentos digeridos com os primers T7 foward e tsPurple reverse. Canaleta
1: padréo de peso molecular 1kB; Canaleta 2: controle negativo; Canaleta 3: produto da rea¢édo de PCR
com pTALE; Canaleta 4: produto da reacdo de PCR com plasmideo da primeira ligagédo; Canaleta 5:

produto da reagdo de PCR com plasmideo da segunda ligagao.

T7 Fwd + tsP Fwd
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~
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4.5 RECOMBINACAO DOS PLASMIDEOS PTSP1 E PDEST™17 PELO SISTEMA DE
CLONAGEM GATEWAY

A primeira reacdo de recombinacéo realizada durou 1h com a LR clonase Il e 15 minutos
com a Proteinase K. Contudo, cresceram colonias dos clones tanto nas placas com ampicilina,
como nas placas com kanamicina. Dessa forma, foi feito entéo a reagéo de PCR convencional

para confirmacdo da recombinacao e das ligagoes.

A partir da analise dos backbones dos plasmideos utilizados no estudo, foi visto que o
plasmideo pTALE e o plasmideo da ligagdo (pTSP1) que possui mesmo backbone pode ser
amplificado com os primers M13 foward (-20) e M13 reverse, resultando em fragmentos de
3877 pb para o plasmideo pTALE e 4579 pb para o plasmideo pTSP1 (resultante da reacdo
de ligacéo). Primers T7 foward e tsPurple reverse podem ser utilizados para amplificar o
plasmideo pTSP1, resultando em um fragmento de 907 pb. J& o plasmideo pTSP2 (produto
da recombinacdo) pode ser amplificado com os primers T7 foward e tsPurple reverse,
resultando em um fragmento de 4574 pb. Com base nesses conhecimentos, os primers foram

utilizados para a confirmacédo das ligagbes e recombinacgdes. Dessa forma, como pode ser
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observado no gel de agarose da Figura 28, ficou confirmado entdo que de fato, foram obtidos
os plasmideos pTSPL1. Isso pode ser confirmado com o aparecimento das bandas de 907 pb
na reacdo 1 (primers T7 foward e tsPurple foward) e de 4579 pb na reacdo 2 (M13 foward e
reverse). Entretanto, novos experimentos foram necessarios para confirmacdo da

recombinacéo.

Figura 28 — Resultado do gel de agarose 1% com o resultado do PCR convencional das
amostras de ligacdo dos fragmentos digeridos e das primeiras recombinacfes. Foram utilizados os
pares de primers: T7 foward e tsPurple foward (canaletas 2-5); T7 foward e tsPurple reverse (canaletas
6-10); e M13 foward e reverse (canaletas 11-14).

T7 Fwd + tsP Fwd T7 Fwd + tsP Rev. M13 Fwd +M13 Rev.

<
&

]
&

4579pb
3877pb

St G !

+-907pb

Com base nesses resultados, foram feitas entdo duas novas reagdes de recombinacao
de 18h (overnight) com a LR clonase Il e 15min. com a Proteinase K. A reagéo 1 com a ligagéo
1 eareacdo 2 com aligacdo 2. Dessa vez, cresceram colbnias em placas tanto com ampicilina
como kanamicina. Foram selecionadas 25 col6nias que cresceram na placa com ampicilina e

foram inoculadas novamente em ampicilina e kanamicina, como mostrado na Figura 29.
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Figura 29 — Fotos das placas de LB-agar com ampicilina (a esquerda) e kanamicina (a direita)

para selecdo dos clones positivos para as recombinacdes.
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Foram selecionados os clones 2, 3 e 4 da reacao de recombinacéo 1, e os clones 5,
10 e 19 da reacédo de recombinacgéo 2. Esses clones foram utilizados numa nova reacao de

PCR para confirmacgédo da recombinacéo (Figura 30).
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Figura 30 — Reacdo de PCR convencional utilizando os primers T7 forward e tsPurple reverse
para confirmac&o das recombinacdes.

6000pb
5000pb
4000pb

3000pb

1000pb
750pb

4.6 EXPRESSAO DA PROTEINA QUIMERICA BIOSSENSORA

A partir do resultado do PCR, foram considerados positivos os clones 3, 10 e 19. Esses
clones foram entéo utilizados para transformacdo da linhagem Rosetta (DE3) PLysS de E.
coli. Foifeita entdo a inducdo da expressédo da proteina quimérica biossensora com 1mM de
IPTG nas densidades o6ticas de 1,0 e 1,5. Observou-se entdo a emisséo da coloragédo rosada
no pellet da cultura com 4h de inducdo, e com 24h de inducéo, o precipitado da cultura

bacteriana ja apresentava coloragdo totalmente roxa (Figura 31).

Figura 31 — Fotos dos pellets das culturas durante indugdo da expressao da proteina quimérica
biossensora. Amostra 1: N&o induzido (sem IPTG); Amostra 2: 4h de indug&do, Amostras 3 e 4: 24h de

inducéo.
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Apesar do clone 3 ndo ter apresentado coloracdo roxa, os clones 10 e 19

apresentaram a mudanca de coloracdo no pellet da cultura, demonstrando que houve

expressao eficiente da proteina quimérica. Entao, foi realizado o SDS-PAGE para visualizagéo

dos extratos proteicos somente para os clones 10 e 19, que ja haviam indicado resultado

positivo visualmente.

O peso molecular da proteina quimérica foi estimado através da ferramenta Compute

pl/Mw — ExPASYy (Swiss Institute of Bioinformatics). Foi calculado um PM de aproximadamente

151 kDa e um ponto isoelétrico de 7,08 (Figura 32).

Figura 32 — Sequéncia de aminoé&cidos da proteina quimérica biossensora, ponto isoelétrico e

peso molecular estimado.

By NEXPASY

Compute pl/Mw
Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

10 20 30 40 50 60
MGKPIPNPLL GLDSTMDPIR SRTPSPAREL LSGPQPDGVQ PTADRGVSPP AGGPLDGLPA

70 80 90 100 110 120
RRTMSRTRLP SPPAPSPAFS ADSFSDLLRQ FDPSLFNTSL FDSLPPFGAH HTEAATGEWD

30 140 150 160 o 180
EVQSGLRAAD APPPTMRVAV TAARPPRAKP APRRRAAQPS DASPRAQVDL RTLGYSQQQQ

90 200 210 20 0 240
EKIKPKVRST VAQHHEALVG HGFTHAHIVA LSQHPAALGT VAVKYQDMIA ALPEATHEATI

250 260 270 280 290 300
VGVGKQOWSGA RALEALLTVA GELRGPPLQL DTGQLLKIAK RGGVTAVEAV HAWRNALTGA

310 320 330 340 350 360
PLNLTPEQVV AIASHDGGKQ ALETVQRLLP VLCQAHGLTP EQVVAIASHD GGKQALETVQ

370 380 390 400 410 420
RLLPVLCQAH GLTPEQVVAI ASNNGGKQAL ETVQRLLPVL CQAHGLTPEQ VVAIASNGGG

430 440 450 460 470 480
KQALETVQRL LPVLCQAHGL TPEQVVATAS HDGGKOALET VQRLLPVLCQ AEGLTPEQVV

490 500 510 520 530 540
ATASNGGGKQ ALETVQRLLP VLCQAHGLTP EQVVAIASNG GGKQALETVQ RLLPVLCQAH

550 560 570 580 590 600
GLTPEQVVAI ASHDGGKQAL ETVQRLLPVL CQAHGLTPEQ VVAIASNNGG KQALETVQRL

610 620 630 640 650 660
LPVLCQAHGL TPEQVVAIAS NGGGKQALET VQRLLPVLCQ AHGLTPEQVV AIASHDGGKQ

670 680 690 700 710 720
ALETVQRLLP VLCQAHGLTP EQVVATASHD GGKQALETVQ RLLPVLCQAH GLTPEQVVAI

730 740 750 760 770 780
ASNGGGKQAL ETVQRLLPVL CQAHGLTPEQ VVAIASNNGG KQALETVORL LPVLCOAHGL

790 800 810 820 830 840
TPEQVVAIAS NNGGKQALET VQRLLPVLCQ AHGLTPEQVV AIASHDGGKQ ALETVQRLLP

850 860 870 880 890 900
VLCQAHGLTP EQVVAIASNI GGKQALETVQ RLLPVLCQAH GLTPQQVVAI ASNGGGRPAL

910 920 930 940 950 960
ESIVAQLSRP DPALAALTND HLVALACLGG RPALDAVKKG LPHAPALIKR TNRRIPERTS

970 980 990 1000 1010 1020
HRVADHAQVV RVLGFFQCHS HPAQAFDDAM TQFGMSRHGL LQLFRRVGVT ELEARSGTLP

1030 1040 1050 1060 1070 1080
PASQRWDRIL QASGMKRAKP SPTSTQTPDQ ASLHAFADSL ERDLDAPSPM HEGDQTRASS

1090 1100 1110 1120 1130 1140
RKRSRSDRAV TGPSAQQSFE VRVPEQRDAL HLPLLSWGVK RPRTRIGGLL DPGTPMDADL

1150 1160 1170 1180 1190 1200
VASSTVVWEQ DADPFAGTAD DFPAFNEEEL AWLMELLPQG SRLNKLVDGT EFMASLVKKD

1210 1220 1230 1240 1250 1260
MCVKMTMEGT VNGYHFKCVG EGEGKPFEGT QNMRIRVTEG GPLPFAFDIL APCCMYGSKT

1270 1280 1290 1300 1310 1320
FIKHVSGIPD YFKESFPEGF TWERTQIFED GGVLTAHQDT SLEGNCLIYK VKVLGTNFPA

1330 1340 1350 1360 1370 1380
NGPVMQKKTA GWEPCVEMLY PRDGVLCGQS LMALKCTDGN HLTSHLRTTY RSRKPSNAVN

1390 1400 1410 1420
MPEFHFGDHR IEILKAEQGK FYEQYESAVA RYSDVPEKAT

Theoretical pl/Mw: 7.08 / 151293.05

Fonte: Compute pl/Mw — EXPASy — Swiss Institute of Bioinformatics

(http://web.expasy.org/compute_pi/)

No gel de poliacrilamida (Figura 33) foi possivel observar a super-expressédo de

proteinas com o peso molecular esperado (151 kDa) em ambos os tempos de inducéo 4h e

24h, tanto para o clone 10 como para o 19, confirmando mais uma vez a expressao da

proteina quimérica.
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Figura 33 — SDS-PAGE 10% das amostras de indug¢édo dos clones 10 (a esquerda) e 19 (a
direita). Amostras coletadas nos tempos Oh (pré-IPTG), 4h e 24h pés adigcéo de IPTG nas densidades
Oticas de 1,0 e 1,5.

Clone 10 (D.O. 1,0) Clone 10 (D.O. 1,5) Clone 19 (D.0.1,0)  Clone 19 (D.0. 1,5)
A A L |
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r 1 f 1

1
24h Padréo Oh 4h 24h Oh 4h 24h

r 1
Padrao Oh 4h 24h 4h

150KD: 150KDa

Foi feita a andlise in silico da sequéncia protéica nas ferramentas ProtParam (Swiss
Institute of Bioinformatics) e Recombinant Protein Solubility Prediction da Universidade de

Oklahoma. Os dados séo apresentados abaixo.

Numero total de residuos negativamente carregados (Asp + Glu): 130

Numero total de residuos positivamente carregados (Arg + Lys): 127

Quantidade de cada residuo de aminoacido (apolares: vermelho; polares: azul):
161 Alanine (A)

76 Arginine (R)

53 Aspartate (D)

31 Asparagine (N)

27 Cysteine (C)

109 Glutamine (Q)

77 Glutamate (E)

123 Glycine (G)

51 Histidine (H)
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39 Isoleucine (1)

163 Leucine (L)

51 Lysine (K)

21 Methionine (M)
31 Phenylalanine (F)
108 Proline (P)

73 Serine (S)

86 Threoine (T)

9 Tryptophan (W)
11 Tyrosine (Y)

120 Valine (V)

Analisando a sequéncia de aminoacidos predita da proteina quimérica, foi visto que a
maioria dos residuos sao apolares. Além disso, foi obtido através da ferramenta Recombinant
Protein Solubility Prediction da Universidade de Oklahoma que h& baixa probabilidade da
proteina ser produzida na forma sollvel quando super expressa em Escherichia coli. Na
Figura 34 pode ser visualizada a predicao das estruturas tridimensionais da proteina TALE e
da proteina quimérica feita no programa RaptorX. Essa plataforma faz uma predi¢cdo das
estruturas secundaria e terciaria, contatos, solubilidade, regides de desordem e sitios de

ligacdo da proteina.

Figura 34 — Predicao da estrutura tridimensional da proteina TALE (azul) e da proteina resultante

da fus@o da TALE com a Tinsel Purple (vermelho).
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Por fim, foi realizado o teste de solubilidade da proteina quimérica produzida (Figura 35)
a fim de subsidiar os experimentos futuros de obtengéo da proteina purificada para aplicagédo
diagnostica. Foi entdo observado que a proteina quimérica é recuperada totalmente na fragéo

insolavel, apds lise das linhagens recombinantes de Escherichia coli.

Figura 35 — Teste de solubilidade das amostras de inducdo dos clones 10 e 19, obtidos apés

recombinacéo.

Clone 10 (D.O. 1,5) Clone 19 (D.O. 1,5)
A |

f \ l \
Padrao Oh S1 S2 INS Oh S1 S2 INS

150KDa

Levando-se em consideragdo a insolubilidade da proteina produzida, é possivel
entender o motivo pelo qual as bandas de 24h de indugéo ficaram um pouco mais fracas do
gue as bandas de 4h de inducdo no gel de SDS PAGE. A alta concentracdo de proteina com
24h de indugéo, como foi visto a coloragéo forte na foto da Figura 33, pode ter levado a
formacdo de agregados, ndo sendo entdo possivel visualizar no gel, no qual foi utilizado
aliquotas dos precipitados dissolvidos em solug&o aquosa. Entédo, no tempo de 4h de indugéo,
foi observado uma maior concentracéo de proteina capaz de ser solubilizada (GUSTAFSSON
et al., 2012).

Normalmente, genes sintéticos sdo otimizados para simplificar as etapas de clonagem
e expressédo. Porém, um motivo mais importante para essas modificacdes é que geralmente,
0s genes de origem natural ndo sdo expressos como esperado nos seus hospedeiros
heterdlogos. InUmeros fatores podem se tornar empecilhos durante a producéo de proteinas
recombinantes em sistemas heter6logos, especialmente, durante a etapa de transcricao
(GUSTAFSSON et al., 2012; GUSTAFSSON; GOVINDARAJAN; MINSHULL, 2004; WELCH
et al., 2009).
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Dessa forma, estudos adicionais se fazem necessarios a fim de tentar entender o motivo
da insolubilidade da proteina produzida. A insolubilidade pode ser devido a escolha do
hospedeiro, a linhagem selecionada, ou até mesmo as condi¢cdes de inducdo. Todos esses
fatores precisam ser estudados um a um para que seja possivel determinar se a proteina pode
ser produzida na sua forma sollvel no sistema bacteriano. A producdo em sistema bacteriano
€ uma estratégia com inimeras vantagens (WELCH et al., 2009). A producao de proteinas
em E. coli é simples, rapido e de baixo custo. Todas essas vantagens sdo importantes quando
for considerados o custo total operacional da producéo do sistema biossensor (HU et al., 2014;
YING et al., 2017).

Existem alguns trabalhos com o propésito de identificacdo de sequéncias de DNA
especificas com uso de proteinas ligadoras de DNA. Kim e colaboradores, em 2011,
publicaram um estudo do uso de zinc fingers para deteccdo de DNA num modelo de
imobilizacdo em lamina com polietilenoglicol (PEG). Os resultados obtidos foram bastante
positivos. Contudo os dominios zinc fingers sao mais dificeis de aplicar, devido a sua alta taxa
de ligacéao off-target e sua baixa estabilidade devido ao ion zinco.

Outro trabalho que aborda o diagnoéstico de um agente viral foi o de Pardee e
colaboradores. Eles conseguiram criar um médulo baseado em CRISPR/Cas9 capaz de
distinguir gendtipos de Zika virus com uma resolucdo de uma base. O sucesso desses
estudos tem levado a crer que a Biologia Sintética ird cada vez mais desempenhar um
importante papel para a medicina. Apesar de nao existir nenhum relato na literatura até o
presente momento de estudos de proteinas TALE para aplicacdo em diagndstico, os
resultados positivos obtidos até o momento levam a crer que a utilizagcdo da proteina
quimérica construida tem potencial como os estudos previamente mencionados, ja que muitos
estudos apontam diversas vantagens da TALE em detrimento das zinc fingers e do sistema
CRISPR (JANKELE; SVOBODA, 2014b; STREUBEL et al., 2012; YANG et al., 2014).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta de novas estratégias para diagndstico rapido e de baixo custo séo de
grande importancia para locais de dificil acesso a tecnologias de ponta. Por isso, estdo cada
vez mais sendo desenvolvidos novos biossensores e as metodologias sendo aprimoradas.
Todos os dias novas moléculas sao descobertas, entretanto, vale a pena explorar mais as
moléculas com potencial para métodos moleculares e de engenharia genética. As proteinas
do tipo TALE tem demonstrado uma especificidade ao alvo alta e por esse motivo, tem sido
utilizadas com sucesso na area de edi¢cao génica. Porém, o uso em diagnéstico ainda néo foi

descrito, o que reforca a importancia do presente estudo.

A utilizacao de cromoproteinas como estratégia de deteccao visual do biossensor € uma
Otima opcéao para reduzir o custo operacional do dispositivo. As cromoproteinas produzem cor
naturalmente e é possivel visualizar sem necessidade de equipamentos especiais, como € 0
caso da fluorescéncia. Dessa forma, o estudo traz uma proposta interessante de dispositivo
biossensor, que se baseia huma proteina TALE para detec¢do de uma sequéncia de DNA
alvo fusionada a uma cromoproteina. Assim, espera-se que a fusdo detecte o alvo e 0

resultado positivo seja visualizado com a emissdo de uma coloracao.

Com o presente estudo foi possivel construir uma proteina quimérica com eficiéncia que
demonstrou atividade funcional como esperado. Esses resultados sao bastante promissores
para conduzir o trabalho para etapas posteriores, como a avaliagdo da ligacéo da proteina

quimérica ao alvo, sua estabilidade e montagem de um sistema biossensor.

Como perspectivas futuras, pode ser feita ainda a purificacdo da proteina produzida por
cromatografia de afinidade, bem como avaliacdo da sua meia-vida e o teste de identificacdo
da sequéncia alvo. Experimentos adicionais de Eletrophoretic Mobility Assay (EMSA) estédo

previstos para validar a aplicacéo da proteina quimérica em sistema biossensor.
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APENDICE | — SEQUENCIA DO GENE efeU de Corynebacterium striatum

Gene efeU (228pb):
CTTCGAAGAACATGAAGGCAGAACTCGAGGGAAAGCTGGAGGCGGGGCCATCGCAGT
GGGCGCGGGTTCCGTCTTCGTCCTGGCATTCATGGCCGCGGTCCGCGAGGGCATCGA
GACAGCGCTGCTGGTGTTCGATACCTTTGCCTACGGCTCCACCATGACGCCGGCGCTC
GGCCTTTCCCTAGGCATCCTCATCGCCGTAGCCGTAGCCGTAGCGATGTACTACGG
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APENDICE Il - SEQUENCIA GENICA DA CROMOPROTEINA TINSEL PURPLE

>BBa_K1357008 Part-only sequence (690 bp)
ATGGCGAGCTTGGTTAAGAAAGATATGTGTGTTAAGATGACGATGGAAGGTACTGTGAA
CGGTTATCACTTTAAGTGCGTTGGCGAGGGTGAAGGCAAGCCGTTCGAGGGCACGCAG
AACATGCGCATTCGTGTCACCGAGGGCGGTCCGCTGCCTTTTGCATTCGACATCCTGG
CCCCGTGCTGTATGTACGGCTCTAAGACCTTCATTAAACACGTGAGCGGTATCCCGGAT
TACTTTAAAGAGTCCTTTCCAGAGGGCTTCACTTGGGAACGTACCCAGATTTTTGAGGA
CGGTGGTGTTCTGACCGCGCACCAAGACACCAGCCTGGAAGGTAATTGCCTGATCTAT
AAAGTGAAGGTTCTGGGTACCAATTTCCCGGCGAATGGTCCGGTGATGCAAAAGAAAAC
CGCGGGTTGGGAGCCGTGCGTCGAGATGCTGTATCCGCGTGACGGCGTCTTGTGTGG
TCAGAGCTTGATGGCGCTGAAGTGCACCGATGGCAATCATCTGACCAGCCACCTGCGC
ACGACGTATCGTAGCCGTAAACCGAGCAACGCCGTTAACATGCCGGAGTTCCATTTTGG
TGACCATCGCATCGAAATCCTGAAAGCTGAGCAGGGCAAATTCTACGAACAATACGAAT
CGGCTGTCGCACGTTACAGCGATGTGCCGGAAAAAGCGACGTAATAA



APENDICE IIl - SEQUENCIA DOS PRIMERS UTILIZADOS NO ESTUDO

tsPurple Foward

tsPurple Reverse

T7 Foward

M13 Foward (-20) Universal

M13 Reverse Universal

GCGAATTCATGGCGAGCTTGGTTAAGAA

GCGGATCCTTATTACGTCGCTTTTTCCG

TAATACGACTCACTATAGGG

GTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC
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APENDICE IV — SEQUENCIA DO PLASMIDEO pTALE

pPTALE (6181pb):

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGA
TACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGA
AGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGC
TGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGC
GTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCC
TTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGG
GCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGC
GTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTT
TTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAG
TCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTT
TGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCA
ACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCGGCCGCGCCACCATGGGAAAACCTATTCCTAATCC
TCTGCTGGGCCTGGATTCTACCATGGACCCTATTAGAAGCAGAACACCCTCTCCAGCCA
GAGAACTGCTGTCTGGACCTCAGCCTGATGGAGTGCAGCCTACAGCCGATAGAGGAGT
GTCTCCTCCTGCCGGAGGACCTCTGGATGGACTGCCTGCCCGGAGAACAATGAGCAGA
ACAAGACTGCCTTCTCCTCCAGCCCCATCTCCTGCCTTTTCTGCCGATTCTTTTAGCGAC
CTGCTGAGACAGTTTGACCCCAGCCTGTTTAATACCAGCCTGTTCGATAGCCTGCCTCC
TTTTGGAGCCCACCACACAGAGGCCGCCACAGGCGAATGGGATGAAGTGCAGTCTGGA
CTGAGAGCCGCCGATGCCCCTCCTCCTACAATGAGAGTGGCCGTGACAGCCGCCAGA
CCTCCTAGAGCCAAACCTGCCCCTAGAAGGAGAGCCGCCCAGCCTTCTGATGCCTCTC
CTGCCGCCCAGGTGGACCTGAGAACACTGGGATATTCTCAGCAGCAGCAGGAGAAGAT
CAAGCCCAAGGTGAGGTCTACAGTGGCCCAGCACCACGAAGCCCTGGTGGGACACGG
ATTTACACACGCCCACATTGTGGCCCTGTCTCAGCACCCTGCCGCCCTGGGAACAGTG
GCCGTGAAATATCAGGATATGATTGCCGCCCTGCCTGAGGCCACACACGAAGCCATTG
TGGGAGTGGGAAAACAGTGGTCTGGAGCCAGAGCCCTGGAAGCCCTGCTGACAGTGG
CCGGAGAACTGAGAGGACCTCCTCTGCAGCTGGATACAGGACAGCTGCTGAAGATTGC
CAAAAGGGGCGGAGTGACCGCGGTGGAAGCCGTGCACGCCTGGAGAAATGCCCTGAC
AGGAGCCCCTCTGAACCTGACCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGG
CGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCA
TGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCT
CTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAG
AACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
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CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCAC
GACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAG
GCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACGGCGGGGGGAAAC
AGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGA
CCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAA
CCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGG
TGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCT
GCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCT
TCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTG
TGCCAGGCTCACGGCCTCACTCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGLCGGC
GGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCAT
GGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTC
TGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGA
ACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCCACGACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTAAC
AACGGAGGAAAACAAGCACTCGAGACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGG
CTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACA
GGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGAC
CCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAAC
CGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGT
GGTGGCTATCGCCTCTAATATCGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTG
CTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCACAGCAGGTCGTGGCAATTGCTA
GCAACGGCGGCGGACGGCCCGCCCTGGAGAGCATTGTGGCCCAGCTGTCTAGACCTG
ATCCTGCCCTGGCCGCCCTGACAAATGATCACCTGGTGGCCCTGGCCTGTCTGGGAGG
CAGACCTGCCCTGGATGCCGTGAAAAAAGGACTGCCTCACGCCCCTGCCCTGATCAAG
AGAACAAATAGAAGAATCCCCGAGCGGACCTCTCACAGAGTGGCCGATCACGCCCAGG
TGGTGAGAGTGCTGGGATTTTTTCAGTGTCACTCTCACCCTGCCCAGGCCTTTGATGAT
GCCATGACACAGTTTGGCATGAGCAGACACGGACTGCTGCAGCTGTTTAGAAGAGTGG
GAGTGACAGAACTGGAGGCCAGAAGCGGAACACTGCCTCCAGCCTCTCAGAGATGGG
ATAGAATCCTGCAGGCCAGCGGAATGAAGAGAGCCAAACCTTCTCCTACCAGCACCCA
GACACCTGATCAGGCCAGCCTGCACGCCTTTGCCGATTCTCTGGAAAGGGATCTGGAC
GCCCCTTCTCCTATGCACGAAGGAGATCAGACAAGAGCCAGCAGCAGAAAGAGAAGCA
GGTCTGATAGAGCCGTGACAGGACCTTCTGCCCAGCAGTCTTTTGAAGTGAGAGTGCC
TGAACAGAGAGATGCCCTGCATCTGCCTCTGCTGTCTTGGGGAGTGAAAAGACCTAGA
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ACAAGAATCGGAGGACTGCTGGACCCCGGGACACCTATGGATGCCGATCTGGTGGCCT
CTTCTACAGTGGTGTGGGAACAGGATGCCGATCCTTTTGCCGGAACAGCCGATGATTTC
CCTGCCTTTAATGAGGAAGAACTGGCCTGGCTGATGGAACTGCTGCCTCAGGGTTCCC
GTTTAAACAAGCTTGTCGACGGTACCGAATTCATCGATAGTACTCTCGAGGGATCCGAG
CTCAAGATCTAGCTAAGTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCA
TTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGC
CATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCA
GCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATC
ATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATAT
TCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGT
ATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGG
AAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGT
TACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCA
AGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAA
ACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTG
GCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGAT
CGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAG
TGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATA
AACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACC
TTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCA
GACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATT
ACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTT
CATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAG
AGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGCAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGA
GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCA
GCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTC
AAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGC
TGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAA
CGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCC
CGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGC
GCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCG
CCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGG
AAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCA
CATGTT
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APENDICE V — SEQUENCIA DO PLASMIDEO pDEST™17

pDEST™17 (6354pb):
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCT
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCGTACTACCATCACCA
TCACCATCACCTCGAATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTAAAATGA
TATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTAAAA
CACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATG
CTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGTCGAGATTTTCAGGAGCT
AAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATG
GCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGAC
CGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTA
TCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGG
CAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTC
CATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCA
GTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCC
TAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAG
TTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAA
ATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCC
GTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGA
GTGGCAGGGCGGGGCGTAAAGATCTGGATCCGGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTAT
GCGTATTTGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAATATATACTGATATGTATACCCGAAGT
ATGTCAAAAAGAGGTGTGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGC
TATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGC
AGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGAT
GGCTGAGGTCGCCCGGTTTATTGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGAC
TGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGT
GGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCC
AGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATATCGG
GGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATC
GGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACC
TGATGTTCTGGGGAATATAAATGTCAGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGA
CCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATC
TAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGT
GGTTGATTCGAGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCG
CTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
CTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCG
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TAGTCGATAGTGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGG
TCGGACAGTGCTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTA
GCAGCACGCCATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGGCC
CGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAG
GATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTA
ACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTCT
TGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATG
GTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT
ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTT
CAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA
GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCG
GTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAG
TTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCG
CCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCT
TACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACA
CTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAG
CCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCG
CAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGAT
GGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTT
ATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGG
GGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC
TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGT
AACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTT
AAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAG
TTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCC
TTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGG
TTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAA
CTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCA
GTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGC
GCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGAC
CTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAA
GGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCAC
GAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC
CTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAA
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ACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCT
GATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCG
GAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCAT
ATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTC
CGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGA
CGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTC
TCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGC
TGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCC
GCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGC
CATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTC
TGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACT
GATGATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGA
TGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGA
TGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATG
GTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCA
TTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCG
CGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCC
TCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAGA
TGCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATATGTTCTGCCAAGGGT
TGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCTCCAATTCTTGGAGTGGTG
AATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGTCGAGGTGGCCCGGCTCCATGC
ACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTATAGGGCGGCGCCTACAATCCATGC
CAACCCGTTCCATGTGCTCGCCGAGGCGGCATAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCA
GTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGT
CGTCATCTACCTGCCTGGACAGCATGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGG
AAGCGAGAAGAATCATAATGGGGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAA
GACGTAGCCCAGCGCGTCGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAA
ACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAA
TACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAA
AATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTC
ATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTG
AAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGATCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGG
AAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCA
TGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACG
CCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGT
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CGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGC
GTCCGGCGTAGAGGATCG
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APENDICE VI — SEQUENCIA DO PLASMIDEO pTSP1

pTSP1 (6853pb):
CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGA
TACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGA
AGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGC
TGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGC
GTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCC
TTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGG
GCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGC
GTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTT
TTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAG
TCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTT
TGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCA
ACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCGGCCGCGCCACCATGGGAAAACCTATTCCTAATCC
TCTGCTGGGCCTGGATTCTACCATGGACCCTATTAGAAGCAGAACACCCTCTCCAGCCA
GAGAACTGCTGTCTGGACCTCAGCCTGATGGAGTGCAGCCTACAGCCGATAGAGGAGT
GTCTCCTCCTGCCGGAGGACCTCTGGATGGACTGCCTGCCCGGAGAACAATGAGCAGA
ACAAGACTGCCTTCTCCTCCAGCCCCATCTCCTGCCTTTTCTGCCGATTCTTTTAGCGAC
CTGCTGAGACAGTTTGACCCCAGCCTGTTTAATACCAGCCTGTTCGATAGCCTGCCTCC
TTTTGGAGCCCACCACACAGAGGCCGCCACAGGCGAATGGGATGAAGTGCAGTCTGGA
CTGAGAGCCGCCGATGCCCCTCCTCCTACAATGAGAGTGGCCGTGACAGCCGCCAGA
CCTCCTAGAGCCAAACCTGCCCCTAGAAGGAGAGCCGCCCAGCCTTCTGATGCCTCTC
CTGCCGCCCAGGTGGACCTGAGAACACTGGGATATTCTCAGCAGCAGCAGGAGAAGAT
CAAGCCCAAGGTGAGGTCTACAGTGGCCCAGCACCACGAAGCCCTGGTGGGACACGG
ATTTACACACGCCCACATTGTGGCCCTGTCTCAGCACCCTGCCGCCCTGGGAACAGTG
GCCGTGAAATATCAGGATATGATTGCCGCCCTGCCTGAGGCCACACACGAAGCCATTG
TGGGAGTGGGAAAACAGTGGTCTGGAGCCAGAGCCCTGGAAGCCCTGCTGACAGTGG
CCGGAGAACTGAGAGGACCTCCTCTGCAGCTGGATACAGGACAGCTGCTGAAGATTGC
CAAAAGGGGCGGAGTGACCGCGGTGGAAGCCGTGCACGCCTGGAGAAATGCCCTGAC
AGGAGCCCCTCTGAACCTGACCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGG
CGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCA
TGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCT
CTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAG
AACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
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CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCAC
GACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAG
GCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACGGCGGGGGGAAAC
AGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGA
CCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAA
CCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGG
TGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCT
GCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCT
TCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTG
TGCCAGGCTCACGGCCTCACTCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGCGGC
GGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCAT
GGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTC
TGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGA
ACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCCACGACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTAAC
AACGGAGGAAAACAAGCACTCGAGACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGG
CTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACA
GGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGAC
CCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAAC
CGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGT
GGTGGCTATCGCCTCTAATATCGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTG
CTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCACAGCAGGTCGTGGCAATTGCTA
GCAACGGCGGCGGACGGCCCGCCCTGGAGAGCATTGTGGCCCAGCTGTCTAGACCTG
ATCCTGCCCTGGCCGCCCTGACAAATGATCACCTGGTGGCCCTGGCCTGTCTGGGAGG
CAGACCTGCCCTGGATGCCGTGAAAAAAGGACTGCCTCACGCCCCTGCCCTGATCAAG
AGAACAAATAGAAGAATCCCCGAGCGGACCTCTCACAGAGTGGCCGATCACGCCCAGG
TGGTGAGAGTGCTGGGATTTTTTCAGTGTCACTCTCACCCTGCCCAGGCCTTTGATGAT
GCCATGACACAGTTTGGCATGAGCAGACACGGACTGCTGCAGCTGTTTAGAAGAGTGG
GAGTGACAGAACTGGAGGCCAGAAGCGGAACACTGCCTCCAGCCTCTCAGAGATGGG
ATAGAATCCTGCAGGCCAGCGGAATGAAGAGAGCCAAACCTTCTCCTACCAGCACCCA
GACACCTGATCAGGCCAGCCTGCACGCCTTTGCCGATTCTCTGGAAAGGGATCTGGAC
GCCCCTTCTCCTATGCACGAAGGAGATCAGACAAGAGCCAGCAGCAGAAAGAGAAGCA
GGTCTGATAGAGCCGTGACAGGACCTTCTGCCCAGCAGTCTTTTGAAGTGAGAGTGCC
TGAACAGAGAGATGCCCTGCATCTGCCTCTGCTGTCTTGGGGAGTGAAAAGACCTAGA
ACAAGAATCGGAGGACTGCTGGACCCCGGGACACCTATGGATGCCGATCTGGTGGCCT
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CTTCTACAGTGGTGTGGGAACAGGATGCCGATCCTTTTGCCGGAACAGCCGATGATTTC
CCTGCCTTTAATGAGGAAGAACTGGCCTGGCTGATGGAACTGCTGCCTCAGGGTTCCC
GTTTAAACAAGCTTGTCGACGGTACCGAATTCATGGCGAGCTTGGTTAAGAAAGATATG
TGTGTTAAGATGACGATGGAAGGTACTGTGAACGGTTATCACTTTAAGTGCGTTGGCGA
GGGTGAAGGCAAGCCGTTCGAGGGCACGCAGAACATGCGCATTCGTGTCACCGAGGG
CGGTCCGCTGCCTTTTGCATTCGACATCCTGGCCCCGTGCTGTATGTACGGCTCTAAGA
CCTTCATTAAACACGTGAGCGGTATCCCGGATTACTTTAAAGAGTCCTTTCCAGAGGGC
TTCACTTGGGAACGTACCCAGATTTTTGAGGACGGTGGTGTTCTGACCGCGCACCAAGA
CACCAGCCTGGAAGGTAATTGCCTGATCTATAAAGTGAAGGTTCTGGGTACCAATTTCC
CGGCGAATGGTCCGGTGATGCAAAAGAAAACCGCGGGTTGGGAGCCGTGCGTCGAGA
TGCTGTATCCGCGTGACGGCGTCTTGTGTGGTCAGAGCTTGATGGCGCTGAAGTGCAC
CGATGGCAATCATCTGACCAGCCACCTGCGCACGACGTATCGTAGCCGTAAACCGAGC
AACGCCGTTAACATGCCGGAGTTCCATTTTGGTGACCATCGCATCGAAATCCTGAAAGC
TGAGCAGGGCAAATTCTACGAACAATACGAATCGGCTGTCGCACGTTACAGCGATGTG
CCGGAAAAAGCGACGTAATAAGGATCCGAGCTCAAGATCTAGCTAAGTAGACCCAGCTT
TCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGG
TCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGT
CGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGA
TGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAA
ACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTA
AATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCA
ATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGA
AACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGG
CTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCA
TGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCC
TGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGA
TTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAAT
CACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGG
CCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTC
GTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGT
TGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATG
GAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTAT
TGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCA
GAATTGGTTAATTGGTTGTAACACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCG
CAAGCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGAC
CCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGC
TTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACC
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AACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCT
AGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCG
CTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGG
TTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGT
TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGC
GTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGG
TAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAT
GCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTT
CCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTT



84

APENDICE VI — SEQUENCIA DO PLASMIDEO pTSP2

pTSP2 (9208pb):

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCT
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCGTACTACCATCACCA
TCACCATCACCTCGAATCAACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTAAAATGA
TATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTAAAA
CACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCGCCACCATGGGAAAACCTATTCCTAATCC
TCTGCTGGGCCTGGATTCTACCATGGACCCTATTAGAAGCAGAACACCCTCTCCAGCCA
GAGAACTGCTGTCTGGACCTCAGCCTGATGGAGTGCAGCCTACAGCCGATAGAGGAGT
GTCTCCTCCTGCCGGAGGACCTCTGGATGGACTGCCTGCCCGGAGAACAATGAGCAGA
ACAAGACTGCCTTCTCCTCCAGCCCCATCTCCTGCCTTTTCTGCCGATTCTTTTAGCGAC
CTGCTGAGACAGTTTGACCCCAGCCTGTTTAATACCAGCCTGTTCGATAGCCTGCCTCC
TTTTGGAGCCCACCACACAGAGGCCGCCACAGGCGAATGGGATGAAGTGCAGTCTGGA
CTGAGAGCCGCCGATGCCCCTCCTCCTACAATGAGAGTGGCCGTGACAGCCGCCAGA
CCTCCTAGAGCCAAACCTGCCCCTAGAAGGAGAGCCGCCCAGCCTTCTGATGCCTCTC
CTGCCGCCCAGGTGGACCTGAGAACACTGGGATATTCTCAGCAGCAGCAGGAGAAGAT
CAAGCCCAAGGTGAGGTCTACAGTGGCCCAGCACCACGAAGCCCTGGTGGGACACGG
ATTTACACACGCCCACATTGTGGCCCTGTCTCAGCACCCTGCCGCCCTGGGAACAGTG
GCCGTGAAATATCAGGATATGATTGCCGCCCTGCCTGAGGCCACACACGAAGCCATTG
TGGGAGTGGGAAAACAGTGGTCTGGAGCCAGAGCCCTGGAAGCCCTGCTGACAGTGG
CCGGAGAACTGAGAGGACCTCCTCTGCAGCTGGATACAGGACAGCTGCTGAAGATTGC
CAAAAGGGGCGGAGTGACCGCGGTGGAAGCCGTGCACGCCTGGAGAAATGCCCTGAC
AGGAGCCCCTCTGAACCTGACCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGG
CGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCA
TGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCT
CTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAG
AACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCAC
GACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAG
GCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACGGCGGGGGGAAAC
AGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGA
CCCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAA
CCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGG
TGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCT
GCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCT
TCCAACAACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTG
TGCCAGGCTCACGGCCTCACTCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCAACGGCGGC
GGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCAT
GGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTCACGACGGAGGAAAACAGGCTC
TGGAAACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCAGA
ACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCCACGACGGGGGGAAACAGGCCCTGGAAACTGTGCA
GCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGACTGACCCCCGAACAGGTGGTGGC
CATTGCCAGCAACGGCGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAACCGTGCAGAGACTGCTGCC
CGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGTGGTGGCTATCGCCTCTAAC
AACGGAGGAAAACAAGCACTCGAGACAGTGCAGCGGCTGCTGCCTGTGCTGTGTCAGG
CTCACGGCTTGACTCCAGAACAGGTGGTGGCTATTGCTTCCAACAACGGGGGGAAACA
GGCCCTGGAAACTGTGCAGCGCCTGCTGCCAGTGCTGTGCCAGGCTCACGGGCTGAC
CCCCGAACAGGTGGTGGCCATTGCCAGCCACGACGGCGGCAAGCAGGCCCTGGAAAC
CGTGCAGAGACTGCTGCCCGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCTGAACAGGT
GGTGGCTATCGCCTCTAATATCGGAGGAAAACAGGCTCTGGAAACAGTGCAGCGGCTG
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CTGCCTGTGCTGTGTCAGGCTCACGGCTTGACTCCACAGCAGGTCGTGGCAATTGCTA
GCAACGGCGGCGGACGGCCCGCCCTGGAGAGCATTGTGGCCCAGCTGTCTAGACCTG
ATCCTGCCCTGGCCGCCCTGACAAATGATCACCTGGTGGCCCTGGCCTGTCTGGGAGG
CAGACCTGCCCTGGATGCCGTGAAAAAAGGACTGCCTCACGCCCCTGCCCTGATCAAG
AGAACAAATAGAAGAATCCCCGAGCGGACCTCTCACAGAGTGGCCGATCACGCCCAGG
TGGTGAGAGTGCTGGGATTTTTTCAGTGTCACTCTCACCCTGCCCAGGCCTTTGATGAT
GCCATGACACAGTTTGGCATGAGCAGACACGGACTGCTGCAGCTGTTTAGAAGAGTGG
GAGTGACAGAACTGGAGGCCAGAAGCGGAACACTGCCTCCAGCCTCTCAGAGATGGG
ATAGAATCCTGCAGGCCAGCGGAATGAAGAGAGCCAAACCTTCTCCTACCAGCACCCA
GACACCTGATCAGGCCAGCCTGCACGCCTTTGCCGATTCTCTGGAAAGGGATCTGGAC
GCCCCTTCTCCTATGCACGAAGGAGATCAGACAAGAGCCAGCAGCAGAAAGAGAAGCA
GGTCTGATAGAGCCGTGACAGGACCTTCTGCCCAGCAGTCTTTTGAAGTGAGAGTGCC
TGAACAGAGAGATGCCCTGCATCTGCCTCTGCTGTCTTGGGGAGTGAAAAGACCTAGA
ACAAGAATCGGAGGACTGCTGGACCCCGGGACACCTATGGATGCCGATCTGGTGGCCT
CTTCTACAGTGGTGTGGGAACAGGATGCCGATCCTTTTGCCGGAACAGCCGATGATTTC
CCTGCCTTTAATGAGGAAGAACTGGCCTGGCTGATGGAACTGCTGCCTCAGGGTTCCC
GTTTAAACAAGCTTGTCGACGGTACCGAATTCATGGCGAGCTTGGTTAAGAAAGATATG
TGTGTTAAGATGACGATGGAAGGTACTGTGAACGGTTATCACTTTAAGTGCGTTGGCGA
GGGTGAAGGCAAGCCGTTCGAGGGCACGCAGAACATGCGCATTCGTGTCACCGAGGG
CGGTCCGCTGCCTTTTGCATTCGACATCCTGGCCCCGTGCTGTATGTACGGCTCTAAGA
CCTTCATTAAACACGTGAGCGGTATCCCGGATTACTTTAAAGAGTCCTTTCCAGAGGGC
TTCACTTGGGAACGTACCCAGATTTTTGAGGACGGTGGTGTTCTGACCGCGCACCAAGA
CACCAGCCTGGAAGGTAATTGCCTGATCTATAAAGTGAAGGTTCTGGGTACCAATTTCC
CGGCGAATGGTCCGGTGATGCAAAAGAAAACCGCGGGTTGGGAGCCGTGCGTCGAGA
TGCTGTATCCGCGTGACGGCGTCTTGTGTGGTCAGAGCTTGATGGCGCTGAAGTGCAC
CGATGGCAATCATCTGACCAGCCACCTGCGCACGACGTATCGTAGCCGTAAACCGAGC
AACGCCGTTAACATGCCGGAGTTCCATTTTGGTGACCATCGCATCGAAATCCTGAAAGC
TGAGCAGGGCAAATTCTACGAACAATACGAATCGGCTGTCGCACGTTACAGCGATGTG
CCGGAAAAAGCGACGTAATAAGGATCCGAGCTCAAGATCTAGCTAAGTAGCATAGTGAC
TGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAATAT
ATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATTCG
AGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA
ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAG
GAACTATATCCGGATATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAG
TGGCTCCAAGTAGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGGTCGGACAGTG
CTCCGAGAACGGGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGCAGCACGCC
ATAGTGACTGGCGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACC
GGCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATGACGATGA
GCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAAC
TACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTCTTGAAGACGAAAG
GGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACG
TCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATA
CATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAA
AAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCAT
TTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATC
AGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGA
GAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGG
CGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTAT
TCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCAT
GACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACT
TACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGG
GATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGA
CGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACT
GGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAA
AGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAAT
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CTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTA
AGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACG
AAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC
AAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCAC
TGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGG
ATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCA
AATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACC
GCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGT
CGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGG
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACT
GAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCG
GACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCA
GGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGC
GTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTT
ATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCC
GCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTG
ATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTC
TCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTAC
GTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGAC
GGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTG
CATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGTAAAGC
TCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTC
GTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGG
CGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGG
GTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACA
TGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGAC
CAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCC
ACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCT
GACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGC
TCAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATT
CATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAG
CACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAGATGLCGLCLCGLGTGCG
GCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATATGTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTC
ACAGTTCTCCGCAAGAATTGATTGGCTCCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAG
GTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGTCGAGGTGGCCCGGCTCCATGCACCGCGACGCAAC
GCGGGGAGGCAGACAAGGTATAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCAT
GTGCTCGCCGAGGCGGCATAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTA
GGCTGGTAAGAGCCGCGAGCGATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTG
CCTGGACAGCATGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGGAAGCGAGAAGAAT
CATAATGGGGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAG
CGCGTCGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGC
GGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGA
CAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAG
CGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCG
ACGATAGTCATGCCCCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAG
GGCATCGGTCGATCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGT
AGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATG
GCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCG
CTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGG
CGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGA
GGATCG









