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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, rene 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: A modificacdo genética de
microrganismos tem despertado interesse
dos pesquisadores por permitir a viabilidade
de certos processos biotecnologicos. Visando
aumentar o rendimento de produtos de interesse
farmacéutico, medicinal, cosmético, ambiental,
biotecnologico, entre outros, diversos métodos
de fusionamento de fragmentos de DNA ja
foram estudados, porém ainda existem certas
dificuldades processuais quanto ao tamanho do
plasmideo a ser montado. Neste trabalho serdo
apresentadas algumas das principais técnicas
de fusionamento de fragmentos de DNA,
sendo detalhado o método Circular Polymerase
Extension Cloning (CPEC) e sua verificagdo
quanto a correta montagem dos fragmentos,
empregando para isso a digestéo por enzimas de
restricdo. No presente estudo foi desenvolvido
um protocolo passo a passo do método CPEC na
montagem de dois plasmideos para modificagao
genética de microrganismos, de modo a permitir
avangos biotecnoloégicos com maior efetividade.
Foi possivel identificar que o tamanho do
plasmideo ndo afetou o percentual de col6nias
corretas, e sim que outras caracteristicas, como
o0 CG%, a quantidade de pares de base (pb)
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sobrepostas com o vetor base, bem como entre
os fragmentos, no qual afetam o sucesso da
construgéo por CPEC.

PALAVRAS - CHAVE: Fusionamento de
fragmentos de DNA, plasmideos, protocolo,
CPEC.

ADAPTATION OF THE CIRCULAR
POLYMERASE EXTENSION CLONING
METHOD IN PLASMIDS CONSTRUCTION
FOR GENETIC MODIFICATION OF
MICROORGANISMS

ABSTRACT: The genetic modification of
microorganisms has encouraged researchers for
allowing the viability of certain biotechnological
processes. In order to increase the yield
of pharmaceutical, medicinal, cosmetic,
environmental and biotechnological products,
among others, several methods of assembling
DNA fragments have already been studied,
however there are still certain difficulties regarding
process and plasmid size to be connected. In this
work, some of the main techniques to assembly
DNA fragments will be presented, highlighting the
Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC)
method and its verification as to the correct
assembly of the fragments, using digestion
by restriction enzymes. In the present study,
a step-by-step protocol of the CPEC method
was developed to assembly two plasmids for
the genetic modification of microorganisms, in
order to allow biotechnological advances with
greater effectiveness. It was possible to identify
that plasmid size did not affect the percentage of
correct colonies, but that other characteristics,
such as CG%, the number of base pairs (bp)
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overlapped with the base vector, as well as between fragments, in which affect the success
of construction by CPEC.
KEYWORDS: Assembling DNA fragments, plasmids, protocol, CPEC.

11 INTRODUGAO

Aviabilidade dos processos biotecnol6gicos depende frequentemente da modificacédo
genética do organismo que expressa o produto de interesse (STEPHANOPOULOS,
2012). Desta forma, o desenvolvimento de métodos que facilitem a montagem de cassetes
e vetores para o melhoramento genético de microrganismos tém se tornado cada vez
mais necessario. Com auxilio da Biologia Sintética algumas vias metabdlicas podem ser
alteradas e montadas para produzir células mais robustas capazes de produzir maiores
quantidades de produtos desejados (COBB et al., 2013; LI; BORODINA, 2015).

Para realizar a montagem de cassetes de interesse, inicialmente é necessario o
fusionamento de fragmentos de DNA de diferentes organismos ou genes. Diversos métodos
de montagem de fragmentos de DNA in vitro e in vivo ja foram descritos (XIONG et al.,
2008; SHAO et al., 2009; WANG et al., 2012; PATRON, 2014). Os fragmentos de interesse
podem ser amplificados pela Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e diretamente
introduzidos em plasmideos por recombinag¢ao homologa in vitro, porém este procedimento
necessita de transformacdo bacteriana, purificacdo e também confirmagéo do plasmideo
(SZEWCZYK et al., 2007). Os métodos de sequéncias de clonagem dependentes utilizam
enzimas de restricdo e ligagcdo ou recombinacao sitio especifica, o que limita sua aplicagdo
dentro da biologia sintética, uma vez que sao restritos aos sitios especificos dos vetores e
insertos (QUAN; TIAN, 2011).

Algumas aplicacdes mais complexas envolvendo multiplos fragmentos necessitam
de métodos de sequéncias de clonagem independentes, dentre as quais destacam-se o
método isotérmico enzimatico de Gibson (GIBSON et al., 2008), a Reacdo em Cadeia da
Ligase (LCR) (KOK et al., 2014), a Ligagao Independente de Clonagem (LIC) (ASLANIDIS;
JONG, 1990), a Sequéncia e Ligacdo Independente de Clonagem (SLIC) (LI; ELLEDGE,
2012)T4 DNA polymerase, to generate single-stranded DNA overhangs in insert and vector
sequences. These fragments are then assembled in vitro and transformed into Escherichia
coli to generate recombinant DNA of interest. SLIC inserts can also be generated by
incomplete PCR (iPCR, a Fusdo baseada na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR-
fusion-based) (SHEVCHUK et al., 2004), Hot-Fusion (FU et al., 2014) e Circular polymerase
extension cloning (CPEC) (QUAN; TIAN, 2009).

Muitos fatores estdo envolvidos na escolha do melhor método para a construgdo
de fragmentos, desde os custos de reagentes, laboratério, o grau de complexidade e as
sequéncias do DNA envolvidas (KOK et al., 2014). Por este motivo, o pesquisador deve

fazer a escolha do método conforme suas possibilidades e viabilidade para cada caso.
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O método isotérmico enzimatico de Gibson permite a unido de fragmentos com
sequéncias terminais em sobreposi¢cdo (15-80 pb) por meio da combinacdo de trés
enzimas: Exonuclease, DNA polimerase e DNA ligase. Basicamente, uma exonuclease
remove o0s nucleotideos de uma das extremidades da dupla fita, expondo as regides
de complementaridade entre as fitas. Posteriormente, as porcbes complementares séo
aneladas e preenchidas pela DNA polimerase. A DNA ligase sela os cortes permitindo o
reparo dos intervalos entre as fitas (GIBSON, 2011).

O LCR utiliza oligonucleotideos complementares aos terminais das regides vizinhas
do DNA que funcionam como molde para unir fragmentos de dupla fita previamente
fosforilados nas por¢cdes 5. Ap6s desnaturacao e anelamento dos ssDNA (bridging oligos),
uma ligase termoestavel une os fragmentos através de uma ligacdo fosfodiéster. Apos
ciclos de desnaturagé@o, anelamento e ligagdo séo obtidos fragmentos complexos de DNA.
Em condi¢des otimizadas os autores puderam fusionar até vinte fragmentos de até 20 kb
(KOK et al., 2014).

O método conhecido como LIC utiliza uma propriedade especifica da T4 DNA
polimerase que atua como exonuclease na auséncia de dNTPs. Utilizando a PCR séo
adicionadas ao inserto sequéncias curtas de 12 nucleotideos em sobreposicdo com o
respectivo plasmideo, de tal forma que um dos dNTPs esteja ausente. O inserto e o plasmideo
linearizado s&o entéo tratados com a polimerase T4 na presenca do dNTP inicialmente
ausente. A T4 DNA polimerase possui atividade de exonuclease 3’ para 5’, degradando o
DNA do terminal 3’ até encontrar o primeiro residuo correspondente ao dNTP adicionado,
gerando assim pequenas regides complementares em fita simples, que posteriormente
serdo aneladas gerando duplas fitas. O tamanho dos fragmentos empregados podem variar
de 150-3.000 pb e o plasmideo utilizado pelos autores foi o pUC119 que contém o gene de
resisténcia a ampicilina (ASLANIDIS; JONG, 1990). O método SLIC nédo tem restricbes de
sequéncia em sua regiao de homologia, possui 0 mesmo principio ja descrito para o LIC e
pode fusionar até dez fragmentos (LI; ELLEDGE, 2012).

Basicamente, no PCR de fuséo, trés ou quatro fragmentos previamente obtidos e
purificados podem ser unificados inicialmente numa reagdo de PCR padrdo, porém sem
adicao inicial de primers. Na fuséao tripla todos os fragmentos em quantidades equimolares
sdo colocados na mesma reacdo por 13 ciclos, sem primers, sendo posteriormente
purificados e adicionados a uma nova reagao com primers externos e cerca de 30 ciclos para
obtencdo da montagem completa. Ja na fusdo quadrupla os fragmentos em quantidades
equimolares sé@o separados em dois grupos de dois fragmentos cada, e ap6s 12 ciclos de
fusionamento os quatro fragmentos séo unidos numa nova reagéo de 20 ciclos, ainda sem
primers. Ao final da purificacdo desta etapa, uma nova reagao é realizada com adi¢cdo dos
primers externos e cerca de 30 ciclos para obtengédo da montagem completa (SHEVCHUK
et al., 2004).

Um método de fusionamento duplo para montagem de cassetes com a proteina
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verde fluorescente (green fluorescent protein - GFP) foi desenvolvido por PCR-fusion-
based. Os autores verificaram que, por razdes ainda desconhecidas, a purificagdo dos
fragmentos de DNA diretamente do gel de agarose promoveu inibicdo da reagédo de
fusionamento. Portanto, os dois fragmentos com 24 nucleotideos em sobreposicéo,
compostos por promotor/gene de interesse e GFP/3’'UTR, foram fusionados diretamente
dos seus produtos de PCR, numa concentragdo aproximada de 1 ng/50 pL de reagéao
de cada fragmento (HOBERT, 2002). Segundo Shevchuk et al. (2004), alguns itens séo
imprescindiveis para o sucesso do PCR-fusion-based: 1) uso de uma enzima com atividade
corretora (proofreading) 3’-> 5’; 2) a purificacao dos intermediarios da PCR deve limitar-se
a ligar e lavar (bind-and-wash), pois a gel-purificacdo acaba impossibilitando o uso dos
longos fragmentos para fusbes posteriores; 3) os fragmentos devem possuir regides de
sobreposi¢cdo com cerca de 25 pb ou mais; 4) os primers devem apresentar temperaturas
de melting elevadas (68-70°C), o que aumenta a especificidade evitando erros e estruturas
secundarias durante o anelamento.

No método denominado Hot-Fusion multiplos fragmentos com regides entre 17-
30 pb em sobreposicdo podem ser fusionados em um Unico passo. A incubagdo dos
fragmentos com o vetor € realizada a 50°C com uma exonuclease (T5) e uma polimerase
de alta fidelidade (Phusion). A T5 remove nucleotideos do terminal 5’ para 3’ deixando
porcdes de fita simples complementares entre os fragmentos e a Phusion preenche as
lacunas unindo as por¢des em dupla fita. Foi observado até 95% de eficiéncia de clonagem,
mesmo quando o fusionamento foi realizado com produtos de PCR néo purificado, mas que
apresentavam boa concentragéo (30-100 ng/uL) (FU et al., 2014).

O fusionamento de fragmentos previamente amplificados e purificados via CPEC
evita a adicdo de sitios de restricdo e ndo requer ligases e exonucleases especificas.
O método utiliza 0 mecanismo de extensdo com a DNA polimerase, unindo fragmentos
sobrepostos para formar os plasmideos circulares de cadeia dupla. Geralmente se aplica
uma relagcdo molar de fragmentos/plasmideo de 1:1 ou 2:1, numa concentragéo total de
DNA de 10-20 ng/uL. Uma DNA polimerase de alta fidelidade € primordial para este método,
além da purificagéo prévia dos fragmentos. Dependendo do tamanho e da quantidade dos
fragmentos podem ser usados de 5-20 ciclos de desnaturacéo a 98°C, anelamento a 55°C,
extensdo a 72°C por 15 segundos/kb e uma extenséo final de no minimo 5 min. Os primers
das regides de sobreposicao dos fragmentos devem ter temperaturas de melting muito
proximas e elevadas (60-70°C) para que o anelamento seja correto. Basicamente, este
método € muito semelhante a preparacdo da mistura reacional da PCR, exceto que nao
h& adigcéo de primers, ou seja, ndo se trata de uma amplificagdo. Outra vantagem é que
0 produto fusionado pode ser transformado diretamente no organismo de interesse sem
purificacdo (QUAN; TIAN, 2011).

Varios cassetes de expressao podem ser montados para melhorar a via metabdlica
dos microrganismos. Com o avango das técnicas de fusdo de DNA é possivel montar
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sequéncias lineares para delecdo de genes, troca de promotores e adigéo de proteinas tag,
que podem ser aplicadas posteriormente a transformagéao de microrganismos (SZEWCZYK
et al., 2007).

Num estudo prévio sobre diferentes métodos de montagem de fragmentos de
DNA, Dalonso et al. (2017), empregando fragmentos previamente purificados, foi a melhor
opcdo na montagem de longos cassetes de expressdo, com tamanho superior a 7000
pares de bases. No presente trabalho, maiores detalhes sobre o protocolo de obtengéo de
plasmideos seré@o explorados, de modo a apresentar um passo a passo para obtencao e
validacao no fusionamento de fragmentos de DNA.

21 MATERIAL E METODOS

Dois plasmideos com fungdes distintas, pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-HYDRO
foram construidos de modo a validar o método CPEC anteriormente selecionado
(DALONSO et al., 2017)allowing some biotechnological processes to become economically
viable by genetic improvement of microorganisms. We compared three methods of
assembling six DNA fragments: PCR fusion-based, isothermal NEBuilder and circular
polymerase extension cloning (CPEC. O vetor linearizado pUC20 foi usado como base
para a construgcdo dos plasmideos. Este plasmideo contém o gene de resisténcia a
ampicilina como marcador, sendo replicado em bactéria Escherichia coli DH5a. Apos
cultura overnight das col6nias contendo o vetor de expressao com gene de resisténcia a
higromicina, pUCHYG, foi extraido empregando NucleoSpin Plasmid e digerido com BamHI
para promover sua lineariza¢do. Os primers para amplificacao dos fragmentos de interesse
da glucano sintase (GLSA e GLSB) e do promotor da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GPD) de Pleurotus ostreatus PC9 (Utrecht University) foram desenhados pela ferramenta
NEBuilder, disponivel no site da NEB (http://NEBuilder.neb.com/#), de modo que tivessem
15 pares de base complementares entre si, e 30 pares de bases complementares com o
vetor pUCHYG.

Para obtencéao do plasmideo pUCHYG-HYDRO, inicialmente foram amplificados os
fragmentos 5" e 3" UTR (regi@o ndo traduzida) do gene da hidrofobina de P. ostreatus
com overlapping primers para o plasmideo pUC20 linearizado com enzimas de restricao
Smal e EcoRV. O gene de resisténcia a higromicina foi extraido do plasmideo pHYM1.2
(SCHOLTMEIJER et al., 2001) por amplificacdo em PCR, empregando overlapping primers.
O fragmento referente ao gene da higromicina foi colocado entre as regides 5'e 3" UTR do
gene da hidrofobina. Os primers foram desenhados pela ferramenta NEBuilder, disponivel
no site da NEB (http://nebuilder.neb.com/#), de modo que tivessem 13 pares de base
complementares entre si, e 25 pares de bases complementares com o vetor pUC20.

Os vetores pUCHYG e pUC20, empregados como base na construcdo de
seus respectivos plasmideos, foram digeridos overnight com as enzimas de restricao
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ja mencionadas e todos os fragmentos e vetores foram purificados de bandas de
agarose (NucleoSpin-Gel e PCR Clean-up - MN) e quantificados em espectrofotémetro
Nanodrop-2000 (Thermo Scientific).

Os vetores linearizados (0,016 pmol) foram entdo misturados na relacao 1:3
aos demais fragmentos a serem fusionados de maneira equimolar (0,05 pmol de cada).
Posteriormente, uma aliquota de 6 pL desta mistura foi entdo submetida a Circular
Polymerase Extention Cloning (CPEC) durante 2,5 ciclos/kb, num volume de reacao de 25
uL. Areacao consistiu numa desnaturagéo inicial a 98°C por 30 s e 2,5 ciclos/kb a 98°C por
10 s, 55°C por 30 s, 72°C por 160 s, seguida de 10 min de extensao final a 72°C. Os
componentes da reacdo foram os mesmos para uma reacao padrdo com a DNA polimerase
Phusion, exceto que néo sdo adicionados primers.

Células quimicamente competentes (25 pL) (Stellar, TaKaRa) foram entao
transformadas por choque térmico com 2.5 pL do produto de reagdo CPEC. As colbnias
transformantes ap6s selecdo em LB contendo ampicilina 50 pyg/mL foram submetidas a
extracdo de DNA plasmidial (NucleoSpin Plasmid) e digeridas com enzima de restricao
Sall. As colbnias corretas que continham a sequéncia do plasmideo construido foram
confirmadas de acordo com o perfil de digestao esperado, conforme predicao da ferramenta
online J5 (https://j5.jbei.org/VectorEditor/VectorEditor.html).

A Figura 1 apresenta um esquema das etapas necessarias para constru¢cdo do
plasmideo pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-HYDRO.
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Figura 1: Esquema das etapas necessarias para construgao do plasmideo pUCHYG-GPDGLS
e pUCHYG-HYDRO.

Fonte: Préprio autor.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do método para fusionamento de DNA ira depender do numero de
fragmentos que se deseja fusionar. Por exemplo, para fusionamento duplos sugere-se o
PCR-fusion-based e NEBuilder pela facilidade e rapidez que ambos apresentam, além de
que os fragmentos podem ser fusionados diretamente dos produtos de PCR. A partir de
trés fragmentos a purificagéo torna-se o ponto chave da qualidade dos fusionados, pois 0s
intermediarios da reacdo ficam mais evidentes em caso de primers remanescentes. Para
multiplos fragmentos indica-se a adaptacao do método CPEC que permite o fusionamento
apos purificagdo individual das bandas de DNA. Para esta adaptacdo do CPEC séo de
suma importancia a qualidade e a pureza dos fragmentos, sendo a purificagdo em gel
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de agarose mais indicada para assegurar a montagem correta. Uma polimerase de alta
fidelidade define também o sucesso deste método.

Dois diferentes plasmideos foram construidos de modo a validar a técnica CPEC
para esta finalidade. A construcdo do plasmideo pUCHYG-GPDGLS visa a troca do
promotor natural da glucano sintase pelo promotor constitutivo GPD de Pleurotus ostreatus
PC9, ja a construgao do plasmideo pUCHYG-HYDRO tem por objetivo a dele¢do do gene
da hydrofobina, de Pleurotus ostreatus AKu80.

As Figuras 2 e 3 a seguir mostram os perfis de digestdo com diferentes enzimas de
restricdo, tanto praticos quanto teoéricos, utilizados para confirmacéao das coldnias corretas
dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS (Figura 2) e pUCHYG-HYDRO (Figura 3).

Hindll Sma- Sal-l BamH-l Hind-ll  Sma- Sald BamH-l

S—
S—
-—
—
—
—

- —
—
—

Nao ha digestao

HindIll {670}

- pmpR A

™08 b1

&

(8365) Smal
(8327) Sall

PUGHYG-GPDGLS
10,333 bp

(7737) Hindli

HindIIl (33100
Sall (3372)

{6355) Sall smal (3974)

Sall {4005)

(s671) sall

Figura 2: Perfis de digestdo com enzimas de restricao Hindlll, Smal, Sall e BamHI, tanto
praticos (esquerda) quanto teoricos (direita), utilizados para confirmagéo do plasmideo
pUCHYG-GPDGLS; B - Mapa de restricdo do plasmideo pUCHYG-GPDGLS.

Fonte: Préprio autor.
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—

1000
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700

(a54) Pl
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o
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Figura 3: Perfis de digestdo com enzimas de restrigdo Sall, Pvull, Ncol e BamHI, tanto praticos
(esquerda) quanto tedricos (direita), utilizados para confirmacgéo do plasmideo pUCHYG-
HYDRO; B - Mapa de restricdo do plasmideo pUCHYG-HYDRO.

Fonte: Préprio autor.

Os perfis de digestdo com as respectivas enzimas de restricdo confirmam a
montagem correta dos fragmentos para obtencédo dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS
(Figura 2) e pUCHYG-HYDRO (Figura 3). Portanto, a técnica CPEC pode ser facilmente
empregada no fusionamento de fragmentos de DNA e constru¢éo de plasmideos, para os
mais diferentes propésitos, seja para super-expressao, modificagdo ou delegédo de genes.

Das dezesseis colénias analisadas por Quan e Tian (2009), de maneira randémica
através de PCR de colbnia, 100% apresentaram o inserto correto em testes realizados
com plasmideo de 6,4 kb que continham trés fragmentos fusionados por CPEC. Outros
autores quando analisaram o perfil de digestdo com enzimas de restricdo dos plasmideos
isolados das respectivas col6nias, ndo alcangaram mais de 50% das col6nias corretas
quando quatro fragmentos foram fusionados por CPEC (KOK et al., 2014).
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Verifica-se, na tabela 1, que o nimero de colbnias corretas diminuiu quando CG%
entre fragmentos aumentaram. Ambas as sobreposi¢des, com vetor e entre fragmentos
contribuiram para aumentar o nimero correto de col6nias no CPEC. O comprimento total do
plasmideo parece nao ter sido um ponto critico. O passo de amplificacdo e o corte da banda
de DNA no gel podem ser considerados pontos criticos para gerar colénias incorretas.

Tabela 1 a seguir apresenta o percentual de coldnias corretas, dentre as 20 coldnias
analisadas randomicamente, na obtencéo dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-
HYDRO, com 4 fragmentos fusionados cada.

" % de CG i Sobreposigao % de
Comprimento Sobreposigao P
. N entre os entre os colénias
Plasmideo do plasmideo com o vetor
(kb) fragmentos (pb) fragmentos corretas
(pb) (n=20)
pUCHYG-
GPDGLS 10,3 49,6 30 15 85 (17/20)
PUCHYG- 5,6 53 25 13 30 (6/20)
HYDRO

Tabela 1: Comprimento dos plasmideos, % CG, sobreposi¢cdo com vetor/fragmentos e a
interferéncia quanto ao nimero de coldnias corretas.

41 CONCLUSOES

A escolha do método de fusionamento de fragmentos de DNA em overlapping
depende do namero de fragmentos que se deseja fusionar. A partir de trés fragmentos a
purificagao torna-se o ponto chave da qualidade dos fusionados, pois os intermediarios da
reacdo ficam mais evidentes em caso de primers remanescentes, sendo mais apropriado o
método CPEC, que permite o fusionamento ap6s purificagao individual das bandas de DNA.
A técnica CPEC permitiu a construgéo de dois plasmideos pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-
HYDRO, havendo diferenca entre o numero de coldnias corretas, conforme a complexidade
em relagdo ao CG%, numero de pares de bases sobrepostas entre os fragmentos, bem
como entre os fragmentos e vetores. A correta montagem dos plasmideos foi confirmada
pelos perfis de digestdo obtidos conforme simulacéo, empregando diferentes enzimas de
restricdo. A técnica CPEC permite a construcdo de plasmideos, para os mais diferentes
propositos, seja para super-expressao, modificagcdo ou delecdo de genes.
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