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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria gram negativa, diazotréfica, que se
associa com plantas de interesse comercial. E capaz de produzir grandes
guantidades de polihidroxibutirato (PHB), um poliéster alifatico do tipo
polihidroxialcanoato, sintetizado a partir da polimerizagdo do acido 3-
hidroxibutirato e armazenado na forma de granulos insolliveis no espaco
intracelular. A biossintese de PHB ocorre a partir de acetil-CoA em trés passos:
2 moléculas de acetil-CoA sao condensadas a acetoacetil-CoA, catalisada pela
enzima [3-cetoacil-CoA tiolase, acetoacetil-CoA é reduzido a 3-hidroxibutiril-CoA
com consumo de NADPH pela enzima Acetoacetil-CoA redutase e em
sequéncia a PHB sintase polimeriza 3-hidroxibutiril-CoA formando PHB. A
analise do genoma de H. seropedicae identificou genes envolvidos na sintese
de PHB e dois genes que codificam possiveis PHB depolimerases (PhaZl e
Phaz?2), enzimas envolvidas na degradacédo de PHB. As analises de expressao
génica usando fusBes plasmidiais da regido promotora dos genes phaZl e
phaZ2 com o gene reporter lacZ indicaram que phaZl apresenta expressao
constitutiva, sendo elevada na maioria das estirpes avaliadas, exceto no
mutante APhaC1l, uma estirpe incapaz de sintetizar PHB. A regido promotora
de phazZl apresenta um provavel sitio de ligagdo para sigma 70, em
sobreposicdo ao potencial sitio de ligacdo do repressor transcricional PhaR. O
gene phaZ2 encontra-se reprimido em todas as estirpes analisadas. No
entanto, aumento na expresséo de phaz2 foi observado sob cultivo em baixas
concentragcdes de NH4Cl, sugerindo que a expressado desse gene é dependente
de RpoN. Um potencial sitio de ligac&o para NtrC e um promotor do tipo -24/-12
foram identificados na regido promotora do gene phaZ2, confirmando os

resultados obtidos.

Palavras-chave: Polihidroxibutirato, PHB depolimerases, Herbaspirillum

seropedicae



ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae is a diazotrophic, gram negative bacterium, found in
association with important agricultural crops. It is able to synthesize
polyhydroxybutirate (PHB) upon polymerization of 3-hydroxybutyrate. This
polyhydroxyalkanoate-type polymer is stored as intracellular insoluble granules
in the bacterial cytoplasm. The PHB biosynthesis is catalyzed by three enzymes
involving (i) the condensation of two acetyl-CoA into acetoacetyl-CoA by (-
ketothiolase (phaA), (i) the reduction of acetoacetyl-CoA to 3-hydroxybutyryl-
CoA by a NADPH-dependent acetoacetyl-CoA reductase (phaB) and (iii) the
polymerization of 3-hydroxybutyryl-CoA by PHB synthase (phbC). The H.
seropedicae genome has genes involved on PHB synthesis and two genes
encoding PHB depolymerases, enzymes that degrade PHB, named PhazZ1l and
Phaz2. Expression analyses of phaZl and phaZ2 promoters fused to the lacZ
gene indicated that phaZ1l is constitutively expressed showing high expression
rates in all analyzed strains, except the APhaCl mutant which is unable to
synthesize PHB. The phazZl promoter region of contains a potential sigma 70-
dependent promoter, which overlaps with the putative DNA-binding site of
transcriptional repressor PhaR. On the other hand, phaZ2 expression is
repressed in all analyzed strains under usual growth conditions. However, an
increase in phaZ2 expression was observed under low concentrations of NH4ClI.
A potential DNA-binding site for NtrC, as well as a typical -12/-24 promoter were
observed upstream to phazZ2, supporting the results showing gene expression

dependent on ammonium levels.

Keyword: Polyhydroxybutirate, PHB  depolymerases, Herbaspirillum

seropedicae
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1 INTRODUCAO

O uso de materiais plasticos biodegradaveis é uma necessidade
crescente diante dos problemas ambientais, como o acumulo de detritos
plasticos provenientes da industria petroquimica. Nos ultimos anos tem sido
relatado riscos de toxicidade em humanos devido a exposicdo aos poluentes
derivados da decomposic¢do dos plasticos convencionais (NORTH et al., 2013;
BARNES et al., 2009; COZAR et al., 2014; COZAR et al., 2015). Uma das
alternativas ao uso desses materiais sdo o0s biopolimeros de
polihidroxialcanoatos (PHAs). Os PHAs sé&o sintetizados por uma ampla
variedade de microrganismos e apresentam similaridades fisico-quimicas com
elementos de origem petroguimica empregados na producdo do plastico
convencional, tornando-os atrativos para a exploracdo industrial. Assim,
considerando a sintese a partir de fontes renovaveis e potencial para serem
rapidamente degradados por microrganismos quando descartados no
ambiente, os PHAs apresentam-se como uma alternativa importante na
producao de bioplasticos (JENDROSSEK et al., 2007).

Polihidroxialcanoatos  (PHAs) sdo  poliésteres  alifaticos de
hidroxialcanoatos (Fig. 1) produzidos por diferentes bactérias sob condi¢des de
disponibilidade de carbono e auséncia de outro nutriente como nitrogénio ou
oxigénio  (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002). S&o quimicamente
estereoespecificos, com os carbonos assimétricos na configuracdo D. S&o
utiizados na produgdo de inseticidas, herbicidas, materiais biomédicos,
fertilizantes, material de partida para compostos quirais, produtos de higiene e
producdo de plastico biodegradavel (STEINBUCHEL et al., 1992). Foram
caracterizados mais de 150 tipos diferentes de hidroxialcanoatos constituintes
de poliésteres microbianos. Essa ampla variedade é resultado da diversidade
de microrganismos e das diferentes fontes de carbono usadas pelo
metabolismo (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002).
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FIGURA 1 - Férmula geral dos PHAs (LEE, 1995).

Os PHAs sdo armazenados no espaco intracelular na forma de granulos
hidrofébicos amorfos, com massa molecular variando entre 50.000 a 1.000.000
Daltons (MADISON; HUISMAN, 1999). Sao divididos em dois grupos conforme
0 numero de carbonos dos monémeros: PHAs de cadeia curta (SCL PHA, do
inglés short-chain-length) que apresentam de 3 a 5 4tomos de carbono e PHAs
de cadeia média (MCL PHA, do inglés medium chain-length) com 6 a 14
atomos de carbono (LEE, 1996). O tamanho dos mon6meros varia conforme a
fonte de carbono e a especificidade das PHA sintases, enzimas envolvidas na
sintese do polimero.

O polihidroxibutirato (PHB), um dos principais PHAs estudados, foi
descoberto por Lemoigne em 1926 em Bacillus megaterium (LENZ, et al.,
2005). O polimero é estocado como granulos amorfos no citoplasma e
corresponde a uma reserva de carbono para 0s microrganismos, sendo
mobilizado quando ha& diminuicdo nas fontes energéticas do meio
(JENDROSSEK; HANDRICK, 2002).

O PHB é sintetizado a partir de monémeros de 3-hidroxibutirato (Fig. 2)
por muitos microrganismos. E armazenado no espaco intracelular, na forma de
granulos hidrofébicos associados a proteinas (PGAPS, do inglés PHB granule-
associated proteins). Como resultado é formada uma estrutura complexa
denominada carbonossomo (JENDROSSEK et al., 2014). O PHB tem sido
relacionado a adaptacdo bacteriana em condicbes de stress como choque
térmico, exposicdo a luz ultravioleta e frio extremo provocado por condicdes
ambientais adversas (RATCLIFF et al.,, 2008; OBRUCA et al., 2016). Em
bactérias promotoras de crescimento vegetal a presenca de PHB é importante
para a manutencdo da atividade do complexo da nitrogenase na auséncia de
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carbono (TAL et al., 1985). Estudos recentes indicam que a presenca de PHB
favorece o processo de interacdo planta-bactéria (BALSANELLI et al., 2016;
PANKIEVICZ et al., 2016).

CH;

1
O=CH=CHz=— E:l
0

n
FIGURA 2 — Estrutura geral do polihidroxibutirato (TOKIWA; CALABIA, 2004).

1.1 MOBILIZACAO DE POLIHIDROXIBUTIRATO EM BACTERIAS

O PHB funciona como estoque de carbono e energia (JENDROSSEK &
HANDRICK, 2002). Experimentos usando células com nivel elevado de PHB
intracelular, ao serem transferidas para condicbes sem disponibilidade de
carbono, mobilizam o polimero acumulado e apresentam taxas de
sobrevivéncia superiores quando comparadas a células sem PHB ou com
contetdo baixo do polimero (YORK et al., 2003). Em condi¢des de cultivo, a
guantidade de PHB diminui a partir do inicio da fase estacionaria de
crescimento (JENDROSSEK & HANDRICK, 2002). Contudo, 0S mecanismos
gue regulam a degradacéo sao pouco compreendidos.

A mobilizacdo de polihidroxibutirato é realizada por dois tipos de PHBs
depolimerases: PhaZs intracelulares que degradam o PHB nativo (nPHB) e
PhaZs extracelulares que degradam o PHB desnaturado (dPHB), resultante da
exposicdo ao ambiente apds lise celular de outros microrganismos
(JENDROSSEK & HANDRICK, 2002).

As PHB depolimerases sao carboxiesterases pertencentes a familia das
a/pB-hidrolases. PHB depolimerases extracelulares compartiiham entre si a
triade catalitica serina—histidina—acido aspéartico. Esses residuos estao
inseridos numa sequéncia conservada denominada “lipase  box”
(JENDROSSEK & HANDRICK, 2002; KNOLL et al., 2009). PHB depolimerases
intracelulares apresentam ampla variagdo em relacdo a depolimerases
extracelulares, ndo possuem a regido lipase box e a triade catalitica encontra-

se modificada nos residuos de aminoacidos (KNOLL et al., 2009). Variacbes
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estruturais foram encontradas em Rodospirillum rubrum, no qual uma das
enzimas é periplasmatica (HANDRICK et al., 2004) e contém residuos
cataliticos similares a depolimerases extracelulares (KNOLL et al., 2009).

Apesar das PHB depolimerases atuarem degradando PHB
supostamente em condi¢cdes onde ha indisponibilidade de fontes de energia,
algumas depolimerases sdo expressas na auséncia de PHB (PEPLINSKI et al.,
2010), sugerindo funcdes metabdlicas adicionais. Experimentos usando
carbono marcado indicam a existéncia de um ciclo continuo de sintese e
degradagdo do polimero, quando as taxas de sintese excedem as taxas de
degradacdo ha acumulo intracelular na forma de granulos, quando a sintese &
inferior a degradacao ha reducdo na quantidade de PHB (JENDROSSEK &
HANDRICK, 2002).

A existéncia de mdultiplos genes codificando PHA depolimerases num
mesmo organismo, como 0S nove em Ralstonia eutropha, sugere mecanismos
dindmicos e complexos no processo de mobilizacdo de polihidroxibutirato. Em
R. eutropha, experimentos usando diferentes mutantes phaZs indicam que
phaZl € um dos principais genes que degradam PHB (UCHINO et al., 2007).
No mesmo organismo, o produto do gene phaz2 atua mobilizando PHB quando
h& auséncia de carbono e, na auséncia de phaZl e phaZ2, o produto de phaz3
foi incapaz de mobilizar PHB (YORK et al., 2003).

1.2 METABOLISMO DE PHB EM Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma B-proteobactéria, diazotréfica, gram
negativa, endofitica, encontrada em associacdo com gramineas de interesse
econdbmico como cana-de-acucar, milho e arroz (BALDANI et al, 1986;
BALDANI et al, 2005). A capacidade de fixar nitrogénio e associagdo com
gramineas sugere o potencial como biofertilizante. Esta bactéria tem sido
estudada no Nucleo de Fixacdo de Nitrogénio deste a década de 1980 e foi o
primeiro genoma sequenciado no Estado do Parana (GenBank: CP002039,
PEDROSA et al, 2011). H. seropedicae € capaz de acumular PHB (Fig. 3) e a
anotacdo do genoma indicou a existéncia de 13 genes potencialmente
envolvidos no metabolismo de polihidroxialcanoatos (Fig. 4), (PEDROSA et al.,
2011; BATISTA et al., 2016).
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Entre os genes identificados, dois codificam B-cetoacil-CoA tiolases
(phaAl, locus tag HSERO _RS01265 e phaA2, locus tag HSERO RS01180),
dois genes codificam acetoacetil-CoA redutases (phaBl1, locus tag
HSERO_RS16605 e phaB2, locus tag HSERO_RS15035). A sintese do
polimero é realizada por PHB sintases e ha trés genes presentes no genoma
de H. seropedicae. Contudo, apenas o produto de phaCl (locus tag
HSERO_RS15040) realiza polimerizagdo de PHB. Em relacdo a PHB sintase 2
(phaC2, locus tag HSERO_RS12020) e PHB sintase 3 (phaCs3, locus tag
HSERO_RS01310), ainda nao foi identificado a funcdo destes genes no
metabolismo de PHB em H. seropedicae. As fasinas, proteinas envolvidas com
a cobertura dos granulos séao codificadas pelos genes phaP1l (locus tag
HSERO_RS08150) e phaP2 (locus tag HSERO_RS23810). O PHB nativo é
mobilizado por PHB depolimerases intracelulares, codificada pelos genes
phaZs. O genoma de H. seropedicae possui dois genes que codificam para
provaveis depolimerases, phaZl (locus tag HSERO_RS08080) e phaz2 (locus
tag HSERO_RS03195). Além disso, foi identificado o repressor transcricional
PhaR (locus tag HSERO_RS15030), (KADOWAKI et al., 2011, BATISTA et al.,
2016).

FIGURA 3 - Granulos de PHB (setas) na estirpe SmR1 de H. seropedicae detectados em
microscopia de transmissdo, em diferentes condi¢des de crescimento. (A) na presenca de meio
Nfb-malato (37 mM) e NH4Cl (20 mM) em DOeoo de 1.0 (ALVES, et al., 2016) e (B) aderido a
plantas de trigo apés trés dias de cultivo (PANKIEVICZ et al., 2016).

Estudos posteriores caracterizaram aspectos funcionais de alguns
destes genes. Kadowaki et al., (2011) demonstrou que a maioria possui
sequéncia consenso para a ligacdo da proteina PhaR. PhaR supostamente

liga-se a sequéncia TG[N]JTGC[N]sGCAA presente na regido promotora desses
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genes, atuando como um possivel repressor. PhaR também é encontrada
associada aos granulo de PHB, sugerindo que quando ha sintese do polimero,
o repressor desliga-se da regido promotora, permitindo a expressao dos genes
envolvidos com o metabolismo de PHB (STUBBE & TIAN, 2003). Com relac&o
a sintese do polimero, PhaC1l é essencialmente envolvida com a polimerizacéo
de PHB, uma vez que mutantes com delecdo desse gene nao sintetizam
polihidroxibutirato (TIRAPELLE et al., 2013).

Ndo ha estudos sobre a mobilizagdo de PHB nas estirpes de H.
seropedicae, contudo, os dados de proteoma indicaram que PhaZl encontra-se
associada aos granulos de PHB (TIRAPELLE et al., 2013). Em funcao de sua
associacdo com o granulo de PHB, PhazZl foi sugerida como a enzima
possivelmente envolvida na mobilizagcdo de polihidroxibutirato em H.
seropedicae.

Em relacdo a PhaZ2, estudos realizados apds inoculacdo em plantas
evidenciaram elevada expresséo de phaZ2 em relacdo a phaZl, sugerindo um
papel importante no processo de colonizacdo (BALSANELLI et al.,, 2016;
PANKIEVICZ et al., 2016). Contudo, ndo ha estudos que indiquem relacao
entre expressao e mobilizacdo de PHB mediado por esse gene.

Considerando a importancia da mobilizacdo de PHB como um
mecanismo essencial no processo de acumulo e mobilizacdo do polimero, esse
projeto teve como objetivo principal, analisar o perfil de expressédo dos genes
codificantes para as PHB depolimerases em diferentes estirpes mutantes de H.

seropedicae.
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FIGURA 4 — Organizagdo gendmica dos provaveis genes envolvidos com o metabolismo de
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nomes dos genes ou a locus tag, indicados acima das setas; a posicdo do gene no genoma,
primeiro e Ultimo nucleotideo do gene estéo indicados abaixo das setas. O simbolo (A) indica

genes deletados, com estirpes mutantes construidas. Os genes foram destacados usando
retangulos ou elipses e correlacionados com sua possivel fungdo fisioldgica, conforme
representado em (B), demonstrando a suposta via metabdlica relacionada a sintese e
degradacdo de polihidroxibutirato. Iniciando a esquerda com a condensacgédo de 2 moléculas de
acetil-CoA, resultando em acetoacetil-CoA e coenzima A livre (CoA-SH), em seguida
acetoacetil-CoA sofre redugdo com consumo de NADPH, formando 3 — hidroxibutiril-CoA (3-

HB-CoA), no passo seguinte 3-HB-CoA é polimerizado em PHB liberando coenzima A livre. A
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Ultima reacdo da via é a mobilizacdo de PHB por PHB depolimerases liberando 3-
hidroxibutirato (3-HB) e coenzima A livre. Adaptado de BATISTA et al., 2016.

2 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Esse projeto tem como objetivo analisar a expressdo dos genes
codificantes para enzimas PHB depolimerases em diferentes estirpes mutantes

de H. seropedicae.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar in silico os genes phaZl e phaZz2 de Herbaspirillum
seropedicae avaliando a similaridade entre seus produtos.

e Analisar as regibes promotoras dos dois genes para localizacao in silico
de promotores e sequéncias reguladoras

e Construir fusGes plasmidiais dos promotores dos genes phaZl e phaz2
com o gene reporter lacZ.

e Investigar o padrdo de expressdao dos promotores dos genes phaZl e

phaz2 em diferentes estirpes de Herbaspirillum seropedicae.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISES IN SILICO

A sequéncia primaria das proteinas PhaZzl e PhaZ2 de H. seropedicae
foram obtidas a partir do banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) sob nimero de acesso ADJ63135.1 e ADJ62158.1,

respectivamente.

A sequéncia dos genes phaZl e phaZ2 de H. seropedicae foram obtidas
a partir do banco de dados NCBI usando as locus tag HSERO_RS08080 e
HSERO_RS03195, respectivamente.
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Para alinhamento das sequéncias foram utilizados os programas
EMBOSS (RICE et al.,, 2000) e MUSCLE (EDGAR et al.,, 2004). A analise
comparativa entre pares de sequéncias foi realizada via alinhamento local
(algoritmo Smith-Waterman). A comparagdo entre 3 ou mais sequéncias foi
realizada via alinhamento multiplo com o pacote MUSCLE, desenvolvido para o
software R (R CORE TEAM, 2016).

A andlise de similaridade filogenética foi realizada com o software
MEGA7 (KUMAR et al., 2016), usando o método de maxima verossimilhanca.
Foi adotado o modelo JTT-matrix-based method para estimar a taxa de
evolucdo dos aminoacidos (JONES et al.,, 1992). Além disso, as analises
empregaram o método de bootstrap, um modelo que faz simulagdes de
agrupamento dos dados originais obtendo intervalos de confianca para as
estimativas dos parametros, desse modo é possivel inferir a porcentagem de
vezes que duas sequéncias foram agrupadas, quanto maior a porcentagem,
maior a credibilidade da estimativa.

Os dominios conservados presentes nas proteinas foram identificados
via BlastP (NCBI) e PFAM (Protein Family Database) (FINN et al., 2014).

A sequéncia consenso para a ligacédo de sigma 70, na regido promotora
de phaZl, foi predita usando o software BPROM (SOLOVYEV et al.,, 2011),
disponivel online, na plataforma "softberry" (http://www.softberry.com). Os sitios
para ligacdo das proteinas RpoN e NtrC presentes na regido promotora de
phaz2 foram identificados através de andlise visual usando as sequéncias
consenso descritas (SOUZA et al., 2000).

3.2 ESTIRPES BACTERIANAS E PLASMIDEOS
Foram utilizadas estirpes de Escherichia coli e estirpes de Herbaspirillum

seropedicae conforme descrito na tabela 1. A tabela 2 descreve os vetores

empregados nesse projeto.



TABELA 1 — LISTA DE ESTIRPES BACTERIANAS
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Estirpes Caracteristicas

Referéncias

Escherichia coli

Top 10 Estirpe de clonagem
S17-1 Estirpe conjugante/SmR Tra+

Invitrogen

SIMON et al., 1983

H. seropedicae

HOLTHMAM, 2014.
HOLTHMAM, 2014.
HOLTHMAM, 2014.

TIRAPELLE et al., 2013.

SmR1 Estirpe parental, SmR, Nif+ SOUZA et al., 2000.
APhaZz1 Delecdo cromossdmica do gene phazl
APhaZ2 Delegéo cromossdmica do gene phaz2
APhaz1.2 Delecdo cromossémica dos genes phaZl e
phaz2
APhaC1 Delecdo cromossdmica do gene phaCl
APhaR Dele¢é@o cromossOmica do gene phbF

KADOWAKI et al., 2011

TABELA 2 — LISTA DE PLASMIDEOS

Plasmideos Caracteristicas Referéncias
AmpR, Vetor de clonagem com sistema a- (THERMO FISHER
pTZ57RT complementacao SCIENTIFIC)

pTZ57RT-P.phaz1

pTZ57RT-P.phaz2

pPW452

pTEL - 1

pTEL -2

Regiéo promotora do gene phazl (520
pb) clonado no vetor pTZ57RT

Regido promotora do gene phaZ2 (409 pb) clonado no
vetor pTZ57RT

TcR, vetor contendo a fus&o transcricional lacZ sem
promotor.

pPW452 contendo a sequéncia promotora do gene
phazi

pPW452 contendo a sequéncia promotora do gene
phaz2

Esse projeto

Esse projeto

WOODLEY; BUCK;
KENNEDY, 1996

Esse projeto

Esse projeto

3.3 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas a 30 °C sob agitacéo
orbital constante de 120 rpm em meio NFbHP malato (KLASSEN et al., 1999)

(HP refere-se a alta concentracdo de fosfato) utilizando malato (37 mmol/L)

como fonte de carbono, NH4Cl 20 mmol/L como fonte de nitrogénio, 50 mL/L de
solucéo de fosfatos (159,5 g/L de KH2POa4 e 17,8 g/L de K2HPO4) e antibidtico



22

adequado. As estirpes cultivadas em meio solido foram mantidas em estufa a
30 °C. O meio NFb-malato (TABELA 3) solido continha agar (15 g/L).

As estirpes de E. coli foram cultivadas a 37 °C sob agitacdo orbital
constante de 170 rpm em meio Luria-Broth (LB), (SAMBROOK et al.,1989) e
em estufa a 37 °C em meio sdlido LA (LB com 15 g/L de &gar). As células de E.
coli foram estocadas a -20 °C em glicerol 50%. A tabela 4 contém a

composicao do meio LB.

TABELA 3 — COMPOSICAO DO MEIO NFB-MALATO

Composicgéo Concentracéo
MgS04.7H20 2,0x 10t g/L
NaCl 1,0x 10 g/L
CacCl 2,0x102g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeS04.7H0 2,0x102g/L
Acido malico 5,0 g/L
Biotina 1,0x 10%g/L
NaMoO4.2H20 2,0x103g/L
MnSO4.H20 2,35x 103 g/L
HsBOs 2,8x103g/L
CuS04.5H20 8,0 x 10° g/L
ZnS04.7H20 2,4 x10% g/L
pH 6,5

TABELA 4 — MEIO LB

Composicéo Concentracéo
Extrato de levedura 5¢g/L

Triptona 10 g/L

Cloreto de Sédio 10 g/L

pH 7,0

3.4 ANTIBIOTICOS

Foram utilizados os antibidticos estreptomicina (80 pg/mL) para H.
seropedicae, ampicilina (10 pg/mL) para E. coli (vetor pTZ57RT) e tetraciclina

para estirpes de E. coli contendo o vetor (pPW452). As estirpes de H.
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seropedicae contendo as fusdes phaZl:lacZ e phaz2::lacZ foram cultivadas
na presenca dos antibidticos tetraciclina e estreptomicina (10 pg/mL e 80

Mg/mL, respectivamente).

3.5 PREPARACAO DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES E
TRANSFORMACAO BACTERIANA

As células de E. coli quimiocompetentes foram preparadas segundo
Chan (CHAN et al., 2013) e estocadas em aliquotas de 100 yL em tubos tipo
Eppendorf estéreis a -80 °C. Para transformacédo bacteriana, o DNA (10 uL de
reacdo de ligacdo, proporcdo molar 3:1 inserto:vetor) foi misturado com a
suspensao de células quimiocompetentes e incubado por 30 minutos em gelo,
seguido de incubacao por 90 segundos a 42°C e resfriamento por 2 minutos
em gelo. Em seguida, 900 yL de meio LB foram adicionados e a suspensao
incubada por 60 minutos em estufa a 37 °C para recuperacdo. ApoOs
recuperacdo, as células foram plagueadas em meio LA contendo os
antibioticos necessarios para a selecdo das bactérias transformantes e

incubadas em estufa 37 °C por 12 horas.

3.6 TECNICAS DE MANIPULACAO DE DNA

3.6.1 EXTRACAO DE DNA GENOMICO, MINIPREPARACAO DE
PLASMIDEOS, EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE GEL DE AGAROSE E
QUANTIFICACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada com o kit da Axygen
Biosciences (AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit). Os plasmideos
bacterianos foram extraidos pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et al.,
1989) e analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK et al.,
1989). A extracao de DNA de gel de agarose foi efetuada com o kit illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES). O
DNA foi quantificado utilizando o espectrofotometro NanoDrop™ 2000
(THERMO SCIENTIFIC).
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3.6.2 CLONAGEM DOS PROMOTORES phaZzl E phaz2 DE H. seropedicae

A sequéncia amplificada por PCR, utilizada na analise de expressdo do
gene phazl (520 pb), contém 466 pb upstream ao cédon de inicio de tradugéo
e 54 pb downstream ao inicio de traducdo. Para a regido promotora do gene
phaz2, foi amplificado um fragmento de 409 pb, correspondente a 372 pb
upstream ao codon de inicio de traducdo e 37 pb downstream ao inicio de
traducdo. Na reacdo de PCR foi utilizado DNA gendmico de H. seropedicae
(SmR1) como molde e oligonucleotideos iniciadores P.phaZ1 (promotor phaZ1l)
e P.phaz2 (promotor phaz2), descrito na tabela 5.

Os produtos amplificados foram posteriormente clonados no vetor
pTZ57/RT linearizado com terminais cegos segundo Zhou e cols. (2000). As
reacOes de ligagdo com 10 pL de volume total continham, 1U/uL de T4 DNA
ligase (FERMENTAS Inc.), 2 uL de tampao T4 DNA ligase (concentracéo 5X) e
proporcdo molar 3:1 inserto:vetor. A reacdo foi incubada a temperatura
ambiente por 12 horas.

A mistura de ligacéo foi utilizada para transformar células de E. coli Top
10 quimiocompetentes. A selecdo de transformantes foi realizada por
resisténcia a antibioticos e selecdo de colbnias azuis/brancas utilizando meio
LA  contendo  5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo  (X-gal)
(SAMBROOK et al., 1989).

A confirmacdo dos clones contendo a sequéncia de interesse foi
realizado via PCR de colbnias, utilizando oligonucleotideos iniciadores
(primers) que anelam nas regides promotoras.

Os plasmideos dos clones selecionados foram sequenciados utilizando
os primers P.phaZl e P.phaZ2, segundo a metodologia Sanger (SANGER &
COULSON, 1977), usando o kit de sequenciamento BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (THERMO SCIENTIFIC).

3.6.3 CONSTRUCAO DAS FUSOES phaz1l:lacZ E phaz2:lacZ
As regides promotoras dos genes phaZl e phaZ2 clonadas no vetor

pTZ57/RT foram digeridas com as enzimas EcoRlI e Pael (Sphl)
(FERMENTAS). As reacbes de restricdo foram submetidas a corrida
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eletroforética em gel de agarose 1% em tampao TBE 1X (Tris-borato 40
mmol/L e EDTA 1mmol/L pH 8,3) e as bandas no gel correspondentes as
regides promotoras foram isoladas utilizando o kit illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare). O DNA obtido foi quantificado no
NanoDrop™ 2000 spectrophotometer (THERMO SCIENTIFIC). O vetor
pPW452 (SPAINK et al., 1987) foi digerido com as mesmas enzimas. As
reacOes de ligacdo (10 pL) continham 1 U/uL de T4 DNA ligase (FERMENTAS
Inc.), 2 pL de tampéo T4 DNA ligase (concentracao 5X) e propor¢cao molar 3:1
inserto-vetor e foram incubadas por 12 horas a temperatura ambiente. Cada
reacdo foi utilizada para transformar células de E. coli Top 10
guimiocompetente que foram entdo plagueadas em meio LA contendo
Tetraciclina (10 ug/mL). As colbnias resistentes a tetraciclina foram analisadas
através da amplificacdo dos fragmentos de interesse por PCR utilizando

oligonucleotideos iniciadores (primers) que anelam nas regiées promotoras.

3.6.4 PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE)

Reacdes de amplificacdo de DNA (PCR) foram realizadas utilizando
DNA gendmico ou DNA plasmidial purificado e a partir de coldénias bacterianas.
O sistema de reagdo com volume final de 20 yL composto de 1-4 ng/mL de
DNA plasmidial, 0,5 pmol/pL de cada primer, 0,2 mmol/L de dNTPs, tampéao de
reacao X7 (NGRHOLM, 2010), 2,5 mmol/L de cloreto de magnésio e 0,2 yL de
PfuX7 DNA Polimerase (NRHOLM, 2010). A amplificacao foi realizada em 25
ciclos: 20 segundos a 96 °C, 20-15 segundos para anelamento dos primers na
temperatura adequada para cada par e 30 segundos a 72 °C para extensao.

Os primers utilizados nas rea¢des de PCR estao descritos na tabela 5.
TABELA 5 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Primers Sequéncias (5->3’) Sitios de restricdo ~ Referéncias

P. phazl_For GCGACATCAACACCTATCCG Setl Esse projeto
P.phazl Rev CTGCAGTCGGGTTCAGAAACG Pstl Esse projeto
P.phaz2_For CGATGTCTTCCTCGAAGGAG Taq|l Esse projeto
P.phaz2_Rev CTGCAGTAGTTCTGGTAGAGC Pstl Esse projeto
PMPFOR GCTCACCCCAAAAATGGCA N&o possui BATISTA et al., 2013

LACZREV GCAAGGCGATTAAGTTGGGT N&o possui BATISTA et al., 2013
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3.6.5 DOSAGEM DE PROTEINAS

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia de
Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando albumina de soro bovino como padrao.

3.6.6 ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

A expressdo dos genes phazl e phaz2 foi analisada através de fusdes
das regibes promotora com o0 gene lacZ e determinacdo da atividade de B-
galactosidase (MILLER, 1992). Células de H. seropedicae transformadas com
as construcdes phazl::lacZ ou phaz2::lacZ foram cultivadas em meio NFbHP-
malato, contendo tetraciclina (10 ug/mL), estreptomicina (80 yg/mL) e 20 mM
de amonia por 15 horas a 30 °C e 120 rpm. Para cada estirpe, o pré inoculo
apresentava D.Osoo = 1,2 e foram analisas 10 condi¢bes em que o volume de
in6culo foi de 5; 12,5; 25; 50; 100; 200; 300; 400; 500 e 750uL. O sistema de
reacdo continha 900 pL de tampao Z, 100 pL de cloroférmio, 50 pL de SDS
0,1%, 100 pL de cultura. O sistema de reacdo foi mantido por 5 minutos a
30°C, a reacado foi iniciada com adicdo de 200 pL de 2-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) (SIGMA) 800 mg/mL e foi interrompida com 500 pL
de Na2COs (1 mol/L). Os tubos contendo o sistema de reacdo foram
centrifugados durante 10 minutos a 10 °C e entdo 200 pL do sobrenadante
foram coletados para determinacdo da absorbancia do o-nitrofenol (ONP)
formado, a 420 nm e 550 nm. A atividade especifica de B-galactosidase obtida
apos dosagem de proteinas foi expressa em nmol de ONP formado por mg de

proteina por tempo em minutos, usando curva de calibracdo com o-nitrofenol.

3.7 CONJUGACAO BACTERIANA

Os plasmideos pPW452 contendo as fusdes phazl:lacZ e phaz2:lacz
foram transferidos paras as estirpes de H. seropedicae, através de conjugacao
bacteriana. A estirpe conjugante de E. coli S17-1 (SIMON et al., 1983)
guimiocompetente foi previamente transformada com as fusdes.

As estirpes de H. seropedicae (receptora) e E. coli (doadora) foram cultivadas
na noite anterior a conjugacao (aproximadamente 16 horas) em meio NFbHPN-
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malato (NFbHP-malato contendo 20 Mm de NH4Cl) e LB, respectivamente,
suplementados com o0s antibioticos necessarios a selecdo. No dia da
conjugacao, as culturas saturadas foram novamente inoculadas nos meios de
cultura adequados, sem antibioticos. Um volume de 75 pL das estirpes de H.
seropedicae (receptora) foram inoculadas em 2,5 mL de NFbHPN-malato, 3
horas antes do inoculo da estirpe S17.1 de E. coli. Para S17.1 (doadora) foi
inoculado 25 pL da cultura crescida durante a noite em 2 mL de meio LB. Os
tempos de cultivo, no dia da conjugacdo, das estirpes de H. seropedicae
(receptora) e E. coli (doadora) foram de, respectivamente, 6 e 3 horas nas
condicOes ideais de crescimento. Posteriormente foram realizadas misturas da
cultura de H. seropedicae com a cultura de E. coli em duas proporc¢des
distintas. Em um microtubo, tipo eppendorf foram misturados 50 pL da cultura
de H. seropedicae com 5 pL da cultura de E. coli e em outro 100 pL da cultura
de H. seropedicae com 2 pL da cultura de E. coli. As suspensdes de células
foram colocadas em polos distintos na placa (sem plaquear), contendo meio
LA/NFbHPN-malato (proporcéo de 1:3) e incubadas a 30°C por 24 horas. Apos
incubacdo, a massa celular foi raspada e ressuspendida em 1 mL de Nfb-
malato e a suspenséao plaqueada (250uL/placa) em meio NFbLP-malato (LP —
refere-se a solucdo de fosfatos, 10 puL/mL) solido contendo 20 mmol/L de

NH4Cl e os antibidticos adequados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES IN SILICO
4.1.1 PHB DEPOLIMERASES

As PHB depolimerases PhaZl e PhaZ2 de H. seropedicae possuem 411
e 408 aminoacidos, respectivamente. A analise de similaridade das
sequéncias, realizado via alinhamento local (algoritmo Smith-Waterman),
implementado no software EMBOSS (RICE et al., 2000), revelaram 62,7% de
similaridade e 45,9% de identidade (Fig 5).
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FIGURA 5 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos codificadas pelos genes phaZl e

phaZz2 de H. seropedicae. Os aminoacidos idénticos estdo destacados em cinza escuro,

aminoacidos com padrao similar foram destacados na cor cinza claro.

Paralelamente, as sequéncias foram submetidas a busca por dominios

conservados usando a base de dados PFAM — Protein Family Database (FINN

et al., 2014) e o programa BlastP (NCBI) (Fig 6). Os resultados sugerem que as

PHB depolimerases de H. seropedicae pertencem a familia das a/B-hidrolases

gue engloba proteinas como lipases, esterases, proteases, peroxidases, entre

outras. Além disso, foi encontrado o dominio PHB depolimerase C-terminal nas

duas proteinas. Na enzima PhaZl o dominio inicia no residuo de aminoacido

209 e finaliza no 411. Na enzima PhaZ2 inicia no residuo 205 e termina no 407.

(A) Phaz1

1

75

150 255

300 375

411

Sequéncia primaria PhazZ1
Dominio PHB depolimerase C terminal

(B) Phaz2

1

75

150 225

Sequéncia primaria PhaZ2

300 375

408

Dominio PHB depolimerase C terminal

FIGURA 6 - Representacdo do dominio PHB depolimerase C-terminal presente nas enzimas

Phazl (A) e Phaz2 (B) de H. seropedicae. A linha superior contendo os nimeros em azul

corresponde a representacdo esquematica das PHB depolimerases e 0s nimeros representam
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a escala indicando amino&cidos na sequéncia das proteinas. Abaixo, bloco verde esta indicado
o dominio PHB depolimerase C-terminal, envolvido com a atividade de degradacdo de

polihidroxibutirato. Os resultados foram obtidos com o software BlastP na plataforma NCBI.

Dado a diversidade existente entre as enzimas que mobilizam PHB
nativo e com o objetivo de inferir com quais destas enzimas as depolimerases
de H. seropedicae apresentam maior proximidade foi construida uma arvore de
genes usando analise filogenética (Fig. 7). Foram selecionadas para a analise
apenas PHB depolimerases caracterizadas. Entre as sequéncias, as PHB
depolimerases de R. rubrum, PhaZl, PhaZ2 e PhaZ3 apresentam variacoes
entre si, sendo que PhaZ1l é periplasmatica e possui 0 dominio catalitico similar
as enzimas extracelulares (HANDRICK et al., 2004). PhaZ2 possui similaridade
com a depolimerase PhaZl de R. eutropha (SZNADJER et al., 2010; UCHINO
et al.,, 2007). Phaz3 do mesmo organismo foi confirmada como sendo
intracelular através de experimentos usando fusdo com proteina fluorescente,
demonstrando que a enzima liga-se aos granulos de PHB nativos. Além disso,
mobiliza somente PHB de cadeia curta (SZNADJER et al., 2010).

A sequéncia da depolimerase PhaZ de Pseudomonas oleovorans
também foi selecionada para a andlise filogenética, a sequéncia da proteina
possui regides similares a enzimas lipases, como triacilglicerol lipases e
lipoproteinas lipases, comum as depolimerases. Mutantes com delecdo do
gene phaZ sao deficientes em degradar PHB (HUISMAN et al., 1991).

A proteina PhaZ de Bacillus thuringiensis também é capaz de mobilizar
PHB, mas apresenta baixa similaridade com depolimerases, contudo, mutantes
do gene phaZ acumulam polihidroxibutirato e analises in vitro evidenciaram que
a enzima catalisa a hidrolise de PHB em hidroxibutirato (TSENG et al., 2006).
Por ultimo foi selecionada a enzima polihidroxioctanoato depolimerase (Phaz)
de Pseudomonas putida, como grupo externo da andlise (EUGENIO et al.,
2006).

Previamente as sequéncias foram alinhadas através de alinhamento
multiplo de sequéncias (MSA) com o pacote MUSCLE (EDGAR et al., 2004),
desenvolvido para o software R (R CORE TEAM, 2016).
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FIGURA 7 — Analise de similaridade entre sequéncias primarias de PHB depolimerases com
funcdo comprovada no metabolismo de PHB, com excecdo de Phazl e PhaZz2 de H.
seropedicae. A inferéncia usou o método de maxima verossimilhanca baseado no modelo de
substituicdo de aminoacidos JTT, do inglés matrix-based model. A &rvore inicial para a
pesquisa heuristica foi obtida automaticamente aplicando os algoritmos NJ (Neighbor-Joining)
e BioNJ a matriz de distancia, estimada usando o modelo JTT e em seguida foi selecionado a
topologia com maior valor de verossimilhanca. A arvore estad em escala, com 0 comprimento
dos ramos medindo o nimero de substituicbes por sitio. Os nameros indicados na base de
cada noé interno referem-se aos valores de bootstrap (1000 replicatas), indicando a
porcentagem de vezes que cada sequéncia foi agrupada. A analise envolveu 10 sequéncias de
aminoacidos: PhazZl de H. seropedicae SmR1 (ADJ63135.1), Phaz2 de H. seropedicae SmR1
(ADJ62158.1), Phazl de Rodospirillum rubrum (WP_011389460.1), PhaZz2 de Rodospirillum
rubrum (WP_011391103.1), Phaz3 de Rodospirillum rubrum (WP_011389722.1), PhaZ de
Pseudomonas oleovorans (P26495.1), PhaZz de Pseudomonas putida (AAM63408.1), PhaZ de
Bacillus thuringiensis (EEM82961.1), PhaZl de Ralstonia eutropha (WP_011614907.1) e
Phaz2 de Ralstonia eutropha (AAP74580.1).

A analise de similaridade usando filogenia agrupou as depolimerases de
H. seropedicae e R. eutropha num mesmo cluster, tendo como sequéncia basal

a proteina Phaz2 de R. rubrum. O segundo cluster formado, possui na base a
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sequéncia PhazZ3 de R. rubrum, seguido por PhaZ de B. thuringiensis, e as

depolimerases de Pseudomonas formando um grupo irmao.

O padrao de homologia revelado na analise filogenética, entre as

depolimerases de R. eutropha e H. seropedicae foi confirmado via alinhamento

local (Fig. 8). Adicionalmente as sequéncias foram analisadas quanto ao

padrdo de similaridade existente entre os residuos de aminoacidos. As

proteinas PhaZl de H. seropedicae e Ralstonia eutropha compartilham 79,9%

de similaridade e 65,9% de identidade. Para as depolimerases PhaZ2 foi
encontrado 70,0% de similaridade e 58,9% de identidade.
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FIGURA 8 — Alinhamento das sequéncias dos amino&cidos das enzimas PHB depolimerases,

de H. seropedicae e R. eutropha. Os resultados indicam elevada similaridade. Aminoacidos

idénticos estdo destacados em cinza escuro, aminoacido similares em cinza claro.
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Apesar das dificuldades em inferir homologia funcional a partir de
homologia de sequéncias, € possivel que as proteinas de H. seropedicae e R.
eutropha desempenhem funcdes similares em ambos 0s organismos, e
estejam envolvidas na mobilizacdo de PHB, em diferentes condicoes.
Conforme ja relatado, em R. eutropha Phaz2 degrada PHB em condi¢cdes de
auséncia de carbono no meio, sendo PhaZ1 a principal depolimerase (YORK et
al., 2003, UCHINO et al., 2007). Analises da composicao proteica dos granulos
de PHB nativos, em H. seropedicae, demonstraram que PhaZl encontra-se
aderida aos granulos (inferior a 1% do total de proteinas aderidas ao granulo) e
nao foi detectada a presenca de PhaZ2 nas mesmas condi¢cdes (TIRAPELLE et
al., 2013).

4.1.2 ANALISE DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES phaZ1 E phaz?2

As regides promotoras (Fig 9) contém a sequéncia consenso para a
ligagdo de um suposto repressor transcricional de genes do metabolismo de

PHB, PhaR, conforme descrito por Kadowaki et al., 2011.

(A) Regiao promotora de phazl

TTCGAGACCAATGTCCCCGGCATCTTCGCCGTGGGCGACATCAACACCTATCCGGGCAAGAAGAAGCTGATCCTGTCGGGCTTCCACGAGGC
CGCCCTGGCTGCCTTCGGCGCGGCGCCCTACATCTTCCCGGAAAAGAAGATCCACATGCAGTACACCACCACCTCGCCCAAGCTGCACAAGA
TCCTGGGCGTGGAAAGCCCGGTCTTCGACTGAGCTGGGCGGTCGACCCACTGGGTCGCGTCCTACAGAAGAGCCCCTGCCCTGTGCAGGG
Sitio de ligacdo PhaR Tll\{\gglcf\ﬁ.(ﬁl?.ﬁll;r
GCTTTTTTTTIGGCGGGCTTGAGAGTGGTATTACCAGCAAGCAGGACCGCAGCCAAAGCGTGCTATGCTATTGCGTCGCAACAAGGATAGTAT

-35 -10
CGACAGAATGAAAACGAAACAATTCTGTCAGCCAACGATCATCGCCAAACGTTTGTGGCACATGCTTGCTGCGCACCTGGCCCGGLGTETCG
rbs phalZl
TCCGGGAGGGAAAGCCAGCCGGTGCTTGTATAAAGGTCAGCTATGCTTTATCAACTGCATGAA

(B) Regiao promotora de phaz2

Suposto sitio de ligagdo NtrC
GGCTGGGCACCAGGATGGAAGAAGACAGCAGCAGGATCTCTGCCCGCGCCGACGGATCGTCCGGCGGCA Sitio de ligacdo PhaR

CGATGTCTTCCTCGAAGGAGAGTCCGGCGAACCTGGCCATGAGCCAGCCGCGCAGGGACCACGAAGAGTAGTTCTTGCTGGTGATGCGCAA
AGTCGTCTTAG GCATGTCAGTCCTTTATCTGTTTTGTGCAGGTTGACTTTGGGCGCGCTACCGCTTGCGCGGCGGTGTCACGTTGCCCGCCCT

GTCTGCGCATCGGTGLCGGGCCAGGCCACGTTGCGGGLCTCTGTCTGCTTGCTTGCAAAGCTTGTGCCAGCTCGCGGGAACTGCGGGTCTGCC

phaZ2 24 12 rbs

GTTCCCATGATCCCTACCTATCAG

FIGURA 9 —Regides promotoras dos genes phazl (A) e phaZ2 (B) de H. seropedicae. Estdo
em destaque os sitios de ligagdo para o repressor PhaR, sitios de ligacéo ao ribossomo (RBS),

sitios de ligacdo para os provaveis fatores sigma, sigma 70 na regido promotora de phaZzZl,
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sigma 54 na regido promotora de phaZ2, suposto sitio de ligagédo para NtrC (promotor phaz2) e
os nucleotideos iniciais correspondentes a sequéncia proteica dos genes (em verde e indicado

pela seta).

Além do sitio PhaR, a andlise da regido promotora de phazZl (Fig. 9A)
indica a existéncia de um promotor do tipo sigma 70 (c7°). Notavelmente, o sitio
de ligacdo para PhaR, encontra-se sobreposto ao sitio ¢’°, sugerindo um
mecanismo de regulacéo transcricional via PhaR.

A regido promotora do gene phaZ2 também possui um provavel sitio de
ligacdo do repressor PhaR. Além disso, apresenta sequéncia conservada para
ligacdo do fator de transcricdo sigma 54 (RpoN) envolvido com a transcrigcao de
genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio. A transcricdo de genes
através de RpoN é dependente de ativadores transcricionais (DIXON & KAHN,
2004). Em H seropedicae o produto do gene ntrC (HSERO_RS15680) é um
dos ativadores transcricionais de genes dependentes de RpoN
(TWERDOCHLIB et al., 2003; CHUBATSU et al., 2012) e resultados de RNA-
seq do mutante AntrC de H. seropedicae evidenciam uma diminuicdo na
expressao de phaz2 (Paloma Bonato, comunicacdo pessoal). A proteina NtrC
liga-se especificamente a sequéncia consenso GCAC-N5-TGGTGCA (SOUZA
et al., 2000). Uma suposta regido conservada foi identificada na sequéncia

promotora de phaz2, diferindo apenas em dois nucleotideos (Fig. 9B).

4.2 CONSTRUCAO DAS FUSOES phazZ1l::lacZ e phaz2:lacZ

A fim de analisar a expressao dos genes phaZl e phaZz2 em H.
seropedicae, as regibes promotoras foram utilizadas para a construcdo de
fusdes com o gene lacZ.

As regibes promotoras foram amplificadas por PCR, usando
oligonucleotideos especificos (Tabela 5, materiais e métodos). Os produtos de
PCR originados foram subclonados no vetor pTZ57RT e transformados em
estirpe Top 10 de E coli. Posteriormente os insertos foram transferidos para o
vetor pPW452 (SPAINK et al.,1987), conforme estratégia descrita na figura 10,
originando as fusdes phaZl:lacZ e phaz2:lacZ. As clonagens foram

confirmadas por reacdo de PCR usando colonias crescidas em meio LA com
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tetraciclina (10 pg/mL). As coldnias contendo o promotor do gene phaZl, apés
reacdo de PCR originaram banda de DNA no gel de 520 pares de bases (pb),
correspondente a sequéncia promotora, confirmando a fusdo phaZl:lacZ. As
coldnias portando o fragmento do promotor do gene phaZz2 deram origem a
banda no gel de 409 pb, indicando a presenca da sequéncia promotora (Fig.
11).

(A)
Clonagem da regiao promotora do gene phaZ1 nos vetores pTZ57R/T e pPW452

1845671 1846393 1848523 1847758
ferredoxin phaZzt

HSERO_RS08075 HSERO_RS08080

pTZ57RIT —_— pPW452

Vetor pPW452
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(B)

Clonagem da regidao promotora do gene phaZ2 nos vetores pTZ57R/T e pPW452

697789 B97789
glutathione S-transferase
HSERO_RS03190

699938 700133 703519
IMP dehydrogenase
HSERO_RS03200

phaz2
HSERO_RS03195

698340

Regiédo promotora clonada

pTZ57RIT pPW452

Transferéncia da
regido promotora do

Vetor pPW452

FIGURA 10 - (A) Estratégia de clonagem utilizada para a construcédo da ligacdo do promotor
phaZl ao gene reporter lacZ. A sequéncia promotora do gene phazZl (520 pb) foi amplificada
por PCR e clonada no vetor pTZ-57R/T (Invitrogen). A regido promotora do gene phaZl,
presente no plasmideo pTZ-57R/T, foi isolada apds digestdo com as enzimas EcoRIl e Pael
(Fermentas) e clonada no vetor pPW452 também digerido com EcoRI e Pae |, originando a
fusdo phazl:lacZ. (B) Estratégia de clonagem utilizada para a construcdo da ligacdo do
promotor phaZ2 ao gene repérter lacZ com o objetivo de construir a fusdo phaz2::lacZ. Foi
adotado a estratégia descrita para a construcao da fusao phaZl:lacZ. As reacbes de ligacédo

foram feitas com T4 DNA ligase (Fermentas) e transformadas em E. coli TOP10.

(A) (B)
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FIGURA 11 - Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 1X dos produtos de PCR
utilizando colénias transformadas com liga¢Bes dos promotores dos genes phaZl e phaz2
clonados no vetor pPW452. As setas vermelhas indicam os produtos obtidos a partir de
colbnias isoladas contendo as fusGes p.phazl:lacZ (A) e p.phaz2::lacZ (B). M.M refere-se ao
marcador de massa molecular de 1Kb (FERMENTAS), os tamanhos das bandas estédo
indicados (em kb). O gel foi corado com brometo de etideo e a imagem registrada utilizando

transiluminador de luz ultravioleta com sistema de video-imagem acoplado (UVP).

4.3 ENSAIO DE EXPRESSAO DAS FUSOES phaz1l:lacZ e phaz2::lacZ

As analises de expressdo génica usando as fusbes phaZl:lacZ e
phaz2::lacZ na estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1 (Fig. 12), indicam
gque phaZl possui expressao superior a phaZz2. A expressdo de phaz2 é

idéntico ao vetor sem promotor (lacZ).
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FIGURA 12 - Atividade especifica de [(-galactosidase na estirpe SmR1 de H. seropedicae
conjugada com as fusdes phazl:lacz, phaz2:lacZ e gene lacZ (vetor pPW452 sem promotor)
cultivadas por 15 horas a 30 °C sob agitagdo a 120 rpm em NFbHP-malato, contendo 20
mmol/L de NH4Cl e os antibidtico tetraciclina (10pg/mL) e estreptomicina (80 pg/mL). Cada
ponto no grafico corresponde a média de triplicatas independentes analisadas em duplicatas.
As barras de erro correspondem ao desvio padrdao entre as andlises das culturas
independentes.

Considerando os resultados observados e as analises in silico, no qual o
promotor contém um suposto sitio conservado para a ligacdo do fator de
transcricdo sigma 70, € possivel sugerir expressao constitutiva do gene phaZz1.
A auséncia de expressao da fusédo phaZ2::lacZ nessas condi¢fes, indicam que
phazl é a principal PHB depolimerase de H. seropedicae. Em R. eutropha
(YORK et al.,, 2003), PhaZl é a principal depolimerase, uma vez que na
auséncia desse gene ha acumulo de PHB. Contudo quando a estirpe mutante
Phazl é transferida para uma condi¢do de cultivo sem carbono, Phaz2 atua
mobilizando PHB. No duplo mutante da estirpe ndo ha degradacdo de PHB
(YORK et al., 2003). Dados as similaridades filogenéticas entre os genes de R.
eutropha e H. seropedicae é possivel que os mecanismos de mobilizacédo
sejam semelhantes.

Com o objetivo de analisar se as depolimerases atuam na regulacdo de
seus produtos génicos foi realizado ensaios de mobilizacdo de PHB nos
mutantes AphaZ1, AphaZ2 e duplo mutante AphaZlphazZ2 (Fig. 13).
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FIGURA 13 - Atividade especifica de B-galactosidase nas estirpes mutantes Aphaz1, Aphaz?2

e AphaZlphaZz2, conjugadas com as fusdes phaZzl:lacZ, phaz2:lacZ e gene lacZ (vetor

pPW452 sem promotor) cultivadas por 15 horas a 30 °C sob agitacdo a 120 rpom em NFbHP-
malato, contendo 20 mmol/L de NH4Cl e os antibidtico tetraciclina (10ug/mL) e estreptomicina
(80 pg/mL). Cada ponto no grafico corresponde a média de triplicatas independentes (com
excecao da estirpe APhaZ2 - uma Unica replicata) analisadas em duplicatas. As barras de erro

correspondem ao desvio padrao entre as andlises das culturas independentes.

Os resultados de expressdo génica usando os mutantes phaZ indicam
gue a auséncia desses genes nao afeta o padrdo de expressdo das
depolimerases, observado na estirpe SmR1. Desse modo, é possivel sugerir
acumulo de PHB na auséncia de PhaZl, dado a auséncia de expressao de
phaz2, conforme observado em R. eutropha (YORK et al., 2003). Contudo, sdo
necessarios experimentos de mobilizacdo de polihidroxibutirato com H.

seropedicae para confirmar essa hipotese.

Segundo Kadowaki et al. (2011), H. seropedicae possui uma proteina
regulatéria (PhaR), que supostamente atua como repressor de genes do
metabolismo de PHB. Os autores localizaram uma sequéncia conservada
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comum aos promotores envolvidos com o metabolismo de PHB, inclusive entre
os promotores das depolimerases (Fig. 9). De acordo com o modelo de
regulagéo proposto (STUBBE & TIAN, 2003), PhaR liga-se preferencialmente
aos granulos de PHB, porém numa condicdo em que o polimero encontra-se
em baixa concentracdo na célula ou esta ausente, a proteina liga-se ao
promotor dos genes inibindo a expressdo. Com o objetivo de verificar o efeito
de PhaR e da auséncia de PHB na expressdo das depolimerases, as fusdes
phaZl::lacZ e phaZ2:lacZ foram conjugadas com as estirpes AphaR e
AphaC1. APhaC1 é incapaz de sintetizar PHB, portanto espera-se que nesse

mutante PhaR reprima a expressao de depolimerase.

-
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FIGURA 14 - Atividade especifica de B-galactosidase nas estirpes mutantes dos genes AphaR

e AphaC1, conjugadas com as fusbes phazl:lacZ, phazZ2:lacZ e gene lacZ (vetor pPW452

sem promotor) cultivadas por 15 horas a 30 °C sob agitacdo a 120 rpm em NFbHP-malato,
contendo 20 mmol/L de NH4Cl e os antibidtico tetraciclina (10ug/mL) e estreptomicina (80
pg/mL). Cada ponto no grafico corresponde a média de triplicatas independentes analisadas
em duplicatas. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo entre as andlises das

culturas independentes.

Os resultados obtidos com a estirpe APhaC1, deficiente em sintese de
PHB, foram inferiores ao observado para as demais estirpes, indicando que ha
reducdo na expressao do gene phaZl na auséncia do polimero. Contudo, ndo
€ possivel afirmar que a reducdo na expressdo de phaZl nesse mutante é
devida a regulacdo pelo repressor PhaR. Isso se justifica em funcdo da
auséncia de variacdo na expressdo das depolimerases no mutante APhaR,

guando comparado a estirpe SmR1. Desse modo, é possivel que outros
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mecanismos regulatérios estejam envolvidos com a regulacédo na expressao de

depolimerases.

A expressdo do promotor phaZ2 néo foi observada nas condi¢cdes
ensaiadas e a atividade de B-galactosidase apresentou valores semelhantes
aqueles observados com o vetor pPW452 (plasmideo sem a regido promotora).
No entanto, foi observado aumento na expressao do gene phaZ2 na estirpe
SmR1 aderida a raiz de trigo (Triticum aestivum) em relacdo a planctonica
(PANKIEVICZ et al., 2016), isso nos permitiu inferir a existéncia de um
mecanismo de regulacéo transcricional envolvido, possivelmente uma resposta
a concentragdo de amoénio (NH4Cl), caracteristico dessas condi¢ges de cultivo.
Esses resultados em conjunto com as analises da regidao promotora, sugerem
um mecanismo regulatério dependente de variacbes nas concentracOes de

nitrogénio no meio.

A estirpe SmR1 contendo a fusdo phaz2::lacZ foi submetida a condi¢des
de cultivo em diferentes concentracbes de NH4Cl (2, 5 e 10 mM) e a atividade
de B-galactosidase foi determinada (Fig. 15). Resultando em aumento na

expressdo de phaz2 em baixa concentracdo de amonio.

2000+ SmR1

o phaZ2:lacZ - 2mM NH,CI
-4 phaZ2: lacZ - SmM NH,CI
-» phaZ2:lacZ - 10mM NH,CI
- acZ

Ativ.especifica (nmol of ONP.mg-1.min-1)

FIGURA 15 - Atividade especifica de B-galactosidase na estirpe SmR1 utilizando a fuséo
phaz2::lacZ. Cultivo realizado em diferentes concentragbes de NH4Cl (2, 5 e 10 mM) em meio
NFbHP-malato. lacZ, corresponde ao plasmideo pPW452 sem a regido promotora. Cultivo
realizado a 30°C por 15 horas. Os dados foram obtidos a partir de um Gnico experimento

utilizando replicatas técnicas.
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Os resultados observados, em conjunto com as analises da regido
promotora de phaZ2, no qual esta presente o consenso para a ligacdo de
RpoN, indicam que esse gene € expresso em resposta a reducdo de NH4Cl no
meio. Contudo, a expressao de genes mediada por RpoN é dependente de
ativadores transcricionais e as analises da regido promotora sugerem a
existéncia de um sitio consenso para a ligacdo de NtrC, um ativador
transcricional de genes dependentes de RpoN em H. seropedicae (SOUZA et
al., 2000). Adicionalmente, resultados de transcriptoma do mutante AntrC de H.
seropedicae demonstrou diminuicdo na expressédo de phaz2 (Paloma Bonato,
comunicacdo pessoal). Conclui-se entdo que outros experimentos Ss&o
necessarios para demonstrar a regulacdo da expressao de phaZ2 em resposta
a NtrC.

5 CONCLUSOES

O gene phaZl é expresso constitutivamente, sugerindo que o PhaZl é a
principal enzima envolvida na mobilizagdo de polihidroxibutirato em H.
seropedicae. A expressao desse gene diminui ha auséncia de PHB, conforme
observado no mutante APhaC1. Contudo, ndo foi possivel inferir os

mecanismos que levam a reducéo na expressao desse gene.

A expressdo de phaZ2 foi extremamente baixa nas estirpes cultivadas
em meio NFbHPN-malato. O aumento na expressdo de phaZz2 foi observado
em cultivo realizado sob baixas concentragcbes de amoénio (NH4Cl). A regiédo
promotora desse gene contém sequéncia conservada para a ligacdo de RpoN,
e um possivel sitio de ligacdo para NtrC, envolvido com a ativacéo
transcricional de RpoN. N&o foi observado diferencas na expressédo do gene na
auséncia de PhaR, considerada um regulador transcricional de genes do

metabolismo de PHB.
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