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RESUMO

O consumo de produtos com embalagens plasticas é crescente e o0 acumulo deste
material causa grande impacto ambiental agravado por sua baixa taxa de
degradacdo. Com isso, a demanda por solu¢des para substituir o plastico de origem
féssil, por materiais biodegradaveis € necessaria. Polihidroxialcanoatos (PHA) séo
poliésteres alifaticos bioldgicos sintetizados por diversas bactérias e que tem
potencial para substituir polimeros petroquimicos com a vantagem de serem
biodegradaveis e poderem ser sintetizados a partir de fontes renovaveis de energia.
Polihidroxibutirato (PHB), um tipo de PHA, é estocado intracelularmente formando
granulos insollveis recobertos por proteinas, sendo a fasina a principal proteina que
recobre a superficie dos granulos. Herbaspirilum seropedicae, uma bactéria
diazotréfica Gram-negativa, tem a capacidade de produzir PHB. Este micro-
organismo apresenta treze genes potencialmente envolvidos no metabolismo de
PHB, dentre eles, estdo os genes phaPl (locus tag Hsero _RS0808150) e phaP2
(locus tag Hsero RS23810) que codificam as fasinas PhaPl e PhaP2,
respectivamente. Neste projeto analisamos as regides promotoras dos genes phaP1
e phaP2 de H. seropedicae utilizando fusdes com o gene repérter lacZ. A expressao
dos promotores foi avaliada nas estipes selvagem (SMR1) e nos mutantes AphaP1,
AphaP2, AphaP1.2, AphaR, AphaC1 e AntrC de H. seropedicae. Os resultados
indicam que a expressao de phaPl é constitutiva enquanto a expressao de phaP2 é
maior quando a célula é cultivada em limitacdo de amonio. Foi também observado
que a expressao de phaP2 é maior no mutante AphaP1 e duplo mutante AphaP1.2,
sugerindo que a auséncia de PhaP1 sinaliza necessidade de PhaP2. Neste trabalho
também séo apresentados resultados iniciais para a mutagcdo dos sitios de ligacao
para a proteina regulatéria PhaR e para o sitio de liga¢do para o fator sigma 70 na
regido promotora dos genes phaPl e phaP2.
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ABSTRACT

The usage of products with plastic packaging is increasing and the accumulation of
this material causes great environmental impact aggravated by its low degradation
rate. Therefore, solutions for replacing the use of plastic of fossil origin by
biodegradable materials are required. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biological
aliphatic polyesters synthesized by various bacteria and with the potential to replace
petrochemical polymers with the advantage of being biodegradable and they can be
synthesized from renewable sources of energy. Polyhydroxybutyrate (PHB), a type of
PHA, is stored intracellularly as insoluble granules covered by proteins, with fasin
being the main protein covering the surface of the granules. Herbaspirillum
seropedicae, a gram-negative diazotrophic bacterium, produces PHB, and its
genome has thirteen genes potentially involved in PHB metabolism, among which
are the genes phaPl (locus tag Hsero RS0808150) and phaP2 (locus tag
Hsero_RS23810) that encode for PhaP1 and PhaP2, respectively. In this project we
analyzed the promoter regions of the H. seropedicae phaP1 and phaP2 genes using
fusions with the lacZ reporter gene. Promoter expression was evaluated using H.
seropedicae wild-type strain (SMR1) and mutants AphaP1, AphaP2, AphaP1.2,
AphaR, AphaCl, and AntrC. The results indicate that the expression of phaP1l is
constitutive while the expression of phaP2 is increased when cells are cultured under
ammonium limiting conditions. It was also observed that the expression of phaP2 is
higher in the AphaP1 mutant and the AphaP1.2 double mutant, suggesting that the
absence of PhaP1 signals the need for PhaP2. Initial results for mutation of the DNA
binding sites for the regulatory protein PhaR and for the sigma factor 70 within the
promoter region of the phaP1 and phaP2 genes are also presented.
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1. INTRODUCAO
1.1 CONTEXTUALIZACAO

Os plasticos possuem grande variedade de aplicacbes devido a suas
propriedades: a versatilidade no uso e seu preco reduzido (HUANG et al., 1995).
Essas caracteristicas fizeram com que a demanda mundial por este material
aumentasse exponencialmente. Segundo Reddy (2003) mais de 100 milhdes de
toneladas de plastico sdo produzidos a cada ano. Sendo que aproximadamente 14
milhdes de toneladas de residuos plasticos sdo descartados em aterros sanitarios e
mais de 100 mil toneladas sé&o jogados no mar (HUANG et al., 1995). Assim, o
volume de material plastico descartado no meio ambiente é 20% do volume total
(HUANG et al., 1995; AGNELLI, 1996; LEAO, TAN, 1998).

Sabe-se que a alta massa molar média e a estrutura quimica dos plasticos
sintéticos, provenientes de fontes fésseis como o petrdleo, dificultam o processo de
degradacdo por micro-organismos. Por isso, muitos plasticos precisam de mais de
100 anos para serem totalmente degradados (KIRBAS, 1999; TORIKAI,
HASEGAWA, 1999; LEE, CHOI, 1998; ROSA et al., 2004).

E importante ressaltar que assim como o acimulo do plastico, 0s processos
de extracdo e refino, decorrentes da producdo dos polimeros de petréleo, também
causam grande impacto ao meio ambiente (BRITO et al., 2001).

Esses fatores envolvidos com o uso do plastico sintético tornam a busca por
alternativas que minimizem o dano ambiental, ainda mais importante. Além da
conscientizacdo da populacdo em relagdo a um descarte correto dos rejeitos
plasticos, a reciclagem e, mais recentemente, o uso de bioplastico sdo alternativas
vitais na busca da sustentabilidade.

O bioplastico é constituido por biopolimeros e pode ser sintetizado a partir
de fontes renovaveis e posteriormente degradado por micro-organismos como
fungos, bactérias e algas, quando em condigbes ambientais ideais. (MOHANTY et
al., 2005; BELGACEM, GANDINI, 2008; RAY, BOUSMINA, 2005).

Dentre os biopolimeros estdo os polihidroxialcanoatos (PHAsS) que sao
poliésteres alifaticos sintetizados por bactérias a partir de varios tipos de substratos
de carbono (HUNEAULT, 2007; BORDES, POLLET, AVEROUS, 2009) sob
condicdes onde ha disponibilidade de carbono e auséncia de outros nutrientes como
oxigénio e nitrogénio (LEE, 1996; JENDROSSEK, HANDRICK, 2002). Os PHAs séo



acumulados como inclusdes insolaveis no citoplasma celular de micro-organismos
(BASTIOLI, 2005). Suas propriedades fisico-quimicas oferecem potencial para
substituirem polimeros convencionais como o polietileno e o polipropileno (CHEN,
2005).

O principal e mais estudado polimero da familia dos PHAs é o
polihidroxibutirato (PHB) (JENDROSSEK, PFEIFFER, 2014; KADOURI et al., 2005;
MONTAGNA, TORRES, 2008; CHODAK; 2008). E sintetizado por uma grande gama
de micro-organismos a partir de monoémeros de 3-hidroxibutirato, sendo armazenado
no citoplasma na forma de granulos hidrofébicos recobertos por proteinas
(JENDROSSEK, PFEIFFER, 2014; KADOURI et al., 2005; MONTAGNA; TORRES,
2008).

Quando células bacterianas estdo sob condigcdes ambientais limitantes, PHB
pode constituir aproximadamente 80% do peso seco. Na auséncia dessas
limitacBes, a producdo de PHB diminui (DAWES; SENIOR, 1973). Isso deve-se ao
fato de PHB ser um polimero de reserva energética semelhante ao glicogénio e ao
amido (GRIEBEL; SMITH; MERRICK, 1968). Quando ha disponibilidade de carbono
e deficiéncia de outro nutriente, ocorre a sintese de PHB e o polimero é armazenado
na forma de granulos de PHB. Quando a disponibilidade de carbono diminui, a
producdo do polimero é suspensa e o polimero estocado passa a ser degradado
(DOUDOROFF; STAINER, 1959).

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica, gram-negativa
(BALDANI et al, 1984) que tem a capacidade de associar-se a muitas plantas de
interesse econdmico incluindo arroz e milho (PIMENTEL et al., 1991; OLIVARES et
al., 1996; OLIVARES et al., 1997; JAMES et al., 1997; JAMES et al., 2002). E uma
bactéria endofitica que fixa nitrogénio, convertendo o nitrogénio gasoso em amoénia,
a qual é utilizada pelas plantas (LADHA et al., 1997). H. seropedicae € promotora do
crescimento vegetal, tendo potencial biofertilizante (BALDANI et al., 2005), surgindo
como uma fonte viavel para a substituicdo de fertilizantes estritamente quimicos
(LADHA et al., 1997).

A partir da andlise do genoma de H. seropedicae foram identificados genes
potencialmente envolvidos no metabolismo de PHB (Pedrosa et al., 2011,
TIRAPELLE et al., 2013; KADOWAKI et al., 2011; ALVES et al., 2016). Entre eles
foram identificados dois genes, phaPl e phaP2, que codificam para proteinas

estruturais denominadas fasinas e um gene que codifica para o regulador negativo



PhaR (anteriormente denominado PhbF em H. seropedicae) (KADOWAKI et al.,
2011).

As fasinas sdo as principais proteinas associadas aos granulos de PHB
(NEUMANN et al., 2008). Sédo proteinas anfipaticas responsaveis por recobri-los e
apresentam como principal funcdo impedir que os mesmos sofram o fendbmeno de
coalescéncia, quando todos os granulos se unem em um Unico (STEINBUCHEL et
al., 1995), sendo portanto, importantes no controle do ndmero e tamanho dos
granulos existentes no interior bacteriano (POTTER et al., 2004; STEINBUCHEL et
al., 1995; WIECZOREK et al.,1995;).



1.2 OBJETIVOS
e Objetivo Geral

Avaliar a expressao dos genes phaP1 e phaP2 que codificam as proteinas
fasinas de Herbaspirillum seropedicae.

e Objetivos Especificos

— Avaliar a expressao génica dos promotores phaP1l e phaP2 fusionados ao
gene reporter lacZ, através de atividade de beta-galactosidase e dosagem de
proteinas nas estirpes selvagem (SMR1) de H. seropedicae e nos mutantes para
as fasinas (AphaP1, AphaP2 e duplo mutante AphaP1.2), no mutante para
sintese de PHB (AphaC), no mutante para a proteina regulatéria (APhaR) e no
mutante para o gene AntrC, um ativador transcricional relacionado com o
metabolismo de nitrogénio.;

— Construir oligonucleotideos iniciadores para realizar mutacdes sitio-dirigidas
na sequéncia promotora dos genes phaP1 e phaP2;

— Obter sequéncias contendo mutagGes nos sitios de ligacédo para o fator e

para a proteina regulatoria PhaR.
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1.3 JUSTIFICATIVA

PHB é armazenado intracelularmente na forma de granulos insollveis
recobertos por diferentes proteinas, principalmente fasinas. Ha indicagdo de que as
fasinas estdo envolvidas no tamanho e quantidade de granulos de PHB sintetizados
na bactéria, uma vez que impedem a coalescéncia dos granulos.

A bactéria H. seropedicae apresenta dois genes que codificam para fasinas,
phaPl e phaP2. Apesar de apresentarem similaridade estrutural, a expressao dos
genes é diferente. O gene phaPl apresenta maior expressao e seu produto é
encontrado em maior quantidade no granulo de PHB. Neste trabalho, avaliamos a
expressao dos genes phaPl e phaP2 utilizando diferentes estirpes mutantes de H.
seropedicae e também iniciamos o processo de mutacado do provavel sitio de ligacao

da proteina reguladora PhaR e do fator ¢°.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae, uma bactéria gram-negativa, capaz de fixar
nitrogénio (BALDANI et al, 1984) e que apresenta a capacidade de associar-se com
muitas plantas de interesse agricola (PIMENTEL et al.,, 1991; OLIVARES et al.,
1996; OLIVARES et al., 1997; JAMES et al., 1997; JAMES et al., 2002) atuando
como promotora de crescimento vegetal. Desta forma, apresenta-se como um
potencial biofertilizante sendo uma alternativa economicamente viavel e segura para
0 meio ambiente (LADHA et al., 1997). Esta bactéria € capaz de produzir o polimero
PHB a partir da metabolizagdo de diferentes fontes de carbono (CATALAN et al.,
2007) Genes potencialmente envolvidos no metabolismo de PHB foram identificados
durante o sequenciamento genémico (PEDROSA et al., 2011) e diferentes aspectos
desse metabolismo em H. seropedicae tem sido estudados (KADOWAKI et al., 2011;
TIRAPELLE et al.,2012; ALVES et al, 2016).

2.2 POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

PHB é um polimero sintetizado por diversas bactérias a partir de acetil-CoA.
Usualmente trés enzimas participam do processo, sendo que a enzima PHB sintase
ou PhbC é a responsavel pela catalise da Ultima etapa que leva a sintese do
polimero. ApGs sua sintese, o PHB é armazenado no interior celular na forma de

granulos recobertos por uma monocamada fosfolipidica e por proteinas estruturais,
dentre as quais a fasina é a principal (JENDROSSEK, 2009).

A producdo de PHB é favorecida quando h& disponibilidade de fontes de
carbono, disponibilidade de equivalentes redutores, como o NADPH, ou quando
parte do acetil-CoA gerado pelo catabolismo celular, que seria usado no ciclo acido
citrico, ndo é aproveitado. Quanto a mobilizacdo dos granulos de PHB, existem
enzimas que atuam a fim de catabolizar o polimero armazenado, gerando como
produto acetil-CoA e NADPH. Estudos sugerem que esta mobilizacdo ocorre em
situacdes em que ha auséncia de carbono e baixas concentracdes de nitrogénio no
meio (JENDROSSEK e HANDRICK, 2002).

Além de sua producéo estar relacionada com a reserva energética da célula,
0 metabolismo de PHB tem regulagéo de acordo com o balango NAD(P)H/NAD(P)*,

de acordo com as alteracdes de atividade das enzimas envolvidas no catabolismo
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da glucose (ANDERSON, DAWES, 1990; BYROM, 1987; SENIOR, DAWES, 1971;
SENIOR, DAWES, 1973; STEINBUCHEL; SCHLEGEL, 1989).

PHB também tem sido associado com a adaptacdo bacteriana em condi¢cdes
de estresse ou de competicdo. Em bactérias promotoras de crescimento vegetal, por
exemplo, a capacidade de mobilizar os granulos de PHB utilizando-o como fonte de
energia, na auséncia de certos nutrientes, € importante para a manutencdo da
atividade metabdlica (TAL et al., 1985).

2.3 FASINAS

A fasina tem como principal funcdo formar uma interface entre os granulos
hidrofébicos de PHA e o citoplasma hidrofilico (STEINBUCHEL et al., 1995). Esse
isolamento feito pelas fasinas é importante para evitar o fenbmeno de coalescéncia
dos granulos no interior celular (POTTER et al., 2004).

Esta proteina pode afetar positivamente a biossintese do polimero, afetando
0 nimero e o tamanho dos granulos (POTTER et al., 2004; STEINBUCHEL et al.,
1995; WIECZOREK et al.,1995;). Han e colaboradores (2001) propuseram que as
fasinas podem ainda reduzir o estresse intracelular causado pela presenca de
cadeias de PHAs. Essa hipotese pode ser sustentada ao levar-se em consideracao
gue em Escherichia coli, uma bactéria que ndo produz nem estoca granulos de
PHAs, ao serem transferidos genes para a biossintese do polimero de PHB na
auséncia das fasinas, ocorre superexpressao de genes que estéo relacionados com
a resposta anti-estresse (HAN et al., 2001). Assim, na auséncia das fasinas sao
necessarias outras proteinas para aliviar 0 estresse causado pelo acumulo do
polimero (STEINBUCHEL et al., 1995; LIEBERGESELL et al., 1992; HOROWITZ,
SANDERS, 1995; TESSMER et al, 2007).

Estudos realizados em Ralstonia eutropha (YORK et at., 2002) e em outras
bactérias que produzem PHA (REHM, STEINBUCHEL, 1999) demonstraram que
qguando bactérias sdo cultivadas em condigcbes que ndo permitem a producédo de
PHB, a fasina ndo é expressa. Assim, a quantidade de fasina esta relacionada a
guantidade do polimero produzido (WIECZOREK et al., 1995; YORK et al.,2001b).
Esse acoplamento pdde ser explicado apds a descoberta da proteina regulatéria
PhaR (POTTER et al., 2005), um regulador negativo dos genes envolvidos com o
metabolismo de PHB (MAEHARA et al., 1999; POTTER et al., 2002; PIETRO et al.,
1999; MAEHARA et al., 2001; POTTER et al., 2002; CHOU, YANG, 2010).
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2.4 PROTEINA REGULATORIA PhaR (PhbF)

A proteina PhaR (anteriormente indicado como PhbF em Herbaspirillum
seropedicae) parece ter a fungcdo de regular negativamente a biossintese das
fasinas e, consequentemente, dos granulos de PHB (MAEHARA et al., 1999, 2001).
Além disso, essa proteina é capaz de reprimir sua propria expressao (YORK et al.,
2001; POTTER et al., 2002; MAEHARA et al., 2001; KADOWAKI et al., 2011).
Quando se inicia a producdo de PHB no interior celular, PhaR se desliga da
molécula de DNA e liga-se ao polimero, liberando assim a expressao dos genes
alvos, incluindo os genes phaP que codificam para as fasinas. Sugere-se que PhaR
funciona como um dispositivo capaz de reconhecer a formacéo de cadeias de PHB,
e esse reconhecimento faz com que a proteina libere a expressédo dos genes phaP
para que as fasinas sejam codificadas e sejam passiveis de se ligar as cadeias de
PHB em formacdo e moldem a estrutura dos granulos do polimero (YORK et al.,
2001; POTTER et al., 2002; MAEHARA et al., 2001; KADOWAKI et al., 2011).

2.5 FATORES SIGMA

Os fatores sigma sao subunidades da holoenzima RNA-polimerase capazes
de reconhecer determinadas regides da sequéncia de DNA, a qual é denominada
regido promotora. Apenas quando a RNA-polimerase esta com todas
as suas subunidades é que ela é capaz ligar-se com a molécula de DNA e causar as
mudancas conformacionais necessarias para iniciar 0 processo de transcricao
(ISHIHAMA, 1990).

Existem diferentes tipos de fatores sigma, permitindo a célula a responder
apropriadamente as mudancas ocorridas no meio no qual essas estao inseridas.
Além disso, auxilia a responder a sinais que orquestram o desenvolvimento celular
por meio do uso de diferentes conjuntos de genes transcritos (MOONEY, 2005).
Cada tipo de fator sigma, reconhece sequéncias nucleotidicas especificas para sua
ligacdo com a molécula de DNA (BARRIOS et al., 1999). O fator sigma 70 (07°) esta
envolvido na expressao constitutiva de genes responsaveis pela manutencdo e
sobrevivéncia da célula (MOONEY, 2005). O fator o estd envolvido com o
metabolismo de nitrogénio, permitindo a célula utilizar fontes alternativas, incluindo a

fixacao de nitrogénio.
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3. METODOLOGIA

3.1 ESTIRPES BACTERIANAS E PLASMIDEOS
As estirpes de bactérias e plasmideos que foram utilizados neste trabalho

estao relacionados na tabela 1.

TABELA 1 — LISTA COM ESTIRPES E PLASMIDEOS UTILIZADOS.

E. coli

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-crBC) ®80lacZ AM15
TOP10 AlacX74 recA1 ara A139 A (araleu) 7697 galU Invitrogen Inc.
galK rpsL (StrR) endAl nupG.

S17 Estirpe conjugante/SmR Tra+ SIMON et al., 1983

H. seropedicae

SmR1 Estirpe parental, SmR, Nif+ SOUZA et al., 1995.

AphaP1 Delecao cromossOmica do gene phaP1 TIRAPELLE et al., 2014

AphaP2 Delecao cromossdmica do gene phaP2 TIRAPELLE., 2012 2014

AphaC Delecdo cromossdmica do gene phaC TIRAPELLE et al., 2014

AphaP1.2 Eﬁ;%‘?z""o cromossomica dos genes phaPl € ppape| | E 2012 2014

AphaR Delecéo cromossdmica do gene phbF Alves, 2014

AntrC Dele¢é@o cromossdmica do gene ntrC MOt"’." Dados nao
publicados

Plasmideos Caracteristicas Relevantes Referéncia/Fonte

TcR, vetor fusdo transcricional com gene lacZ

pMP220 com sitio policlonagem do pPW452 invertido

" SPAINK et al., 1987

3.2 CULTIVO DAS CELULAS E MEIOS DE CULTURA

As estirpes de Escherichia coli S17.1 foram cultivadas a 37°C, sob agitacao
orbital constante de 170 rpm em meio LB ou em estufa a 37°C quando em meio
sélido LA. As células foram estocadas a -20°C em glicerol 50%.

As estirpes de Herbaspirilum seropedicae foram cultivadas a 30°C em
agitacao orbital de 120 rpm em meio NFbHPN-malato (HP — high phosphate — alta
concentracdo de fosfato) (KLASSEN et al., 1999), utilizando malato (37mmol/L)
como fonte de carbono, solucao de fosfatos 50 mmol/L (K2HPOa4 (17,8 g/L) e KH2PO4

(159,5 g/L)) e NH4CI 20 mmol/L. As células de H. seropedicae foram estocadas em
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meio NFb-malato semi-sdélido (meio NFbHPN adicionado com 0,175 g/L de agar,
NH4CIl 20 mmol/L, solucdo de fosfatos 50 mmol/L e antibiotico adequado).

Quanto aos antibiéticos foram utilizados estreptomicina (80 ug/mL) para as
estirpes de H. seropedicae, tetraciclina (10 pg/mL) para as estirpes de E. coli
contendo o plasmideo pMP220, e ambos para o0s transconjugantes de H.

seropedicae contendo os plasmideo pMP220.

Meio LA é composto por (SAMBROOK et al., 1989):

COMPOSTO CONCENTRACAO FINAL
Triptona 10g/L

Extrato de levedura 5g/L

NacCl 10g/L

pH 7,0

Agar 15g/L

O meio Nfb-Malato é composto por (KLASSEN et al., 1997):

COMPOSTO CONCENTRACAO FINAL
MgS04.7H.0 2x101tg/lL
NaCl 1x10tg/lL
CaCl; 2x102g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeS0O4. 7H,O 2x102g/L
Malato de sddio 5g/L

Biotina 1x10“g/L
Na;M004.2H,0 2x 103 g/L
MnSO4.H>0O 2,35x 103 g/lL
HsBO3 2,8 x 103 g/L
CuS04.5H,0 8 x 10 g/L
ZnS04.7H,0 2,4 x 104 g/L
pH 6,8

3.3 PREPARAQAO DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES DE E. coli

Previamente, solu¢cdes de 100mM de cloreto de calcio em 15% de glicerol
foram esterilizadas e geladas. Foi feito pré-indculo de células em 5mL de meio LB a
partir de estoque de E.coli ou de colbnias isoladas em placa. Foi cultivado em
agitador orbital (shaker) 37°C durante a noite. Foram entdo coletados 500uL de
in6culo da suspensédo, sendo adicionado em 50mL de LB (1:100) em frascos de
cultivo e deixado crescer em shaker 30°C até atingir DOsoo (densidade Optica) em
torno de 3 a 4 horas. As células foram recuperadas por centrifugacdo utilizando
equipamento Hitachi, rotor 46, por 10 minutos a 3220xg e 4°C. O sedimento de
células foi ressuspendido em solucdo de cloreto de célcio (10 mM CacClz), levando

de 3 a 5 minutos para o procedimento, mantendo sempre no gelo. O volume de
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CaClz foi aumentado continuamente até atingir aproximadamente 40mL. A
suspensao foi entdo mantida no gelo por 1 hora e posteriormente novamente
centrifugado por 10 minutos a 4°C e 3220xg. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de células foi ressuspendido em 2mL de CaClz (10 mM em glicerol 15%).
A suspensao foi dividida em aliquotas de 100uL em tubos tipo eppendorf que foram
armazenadas a -80°C (CHAN et al., 2013).

3.4 EXTRAC}AO DE DNA PLASMIDIAL E ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Estirpe de Escherichia coli foi cultivada durante a noite em estufa a
temperatura de 37°C sob agitacdo orbital constante 170 rpm em meio LB contendo
10 pug/mL do antibidtico Tetraciclina (Tc), marca de resisténcia do plasmideo. ApGs
cultivo, os plasmideos foram extraidos pelo método de lise alcalina (SAMBROOK et
al., 1989) e analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampéo TAE 1x
(40 mM Tris base, 20 mM Acido Acético, 1 mM EDTA, segundo procedimento
descrito (SAMBROOK et al., 1989). O DNA corado em brometo de etidio (0,5 ug/mL)
e entdo visualizado sob luz ultravioleta em transiluminador EC3 System - UVP

Biolmaging Systems.

3.5 TRANSFORMACAO BACTERIANA

Plasmideos foram transformados utilizando células de Escherichia coli
quimiocompetentes. Para este processo, foram utilizados tubos plasticos do tipo
Eppendorf, onde 5uL da reacédo de ligacdo de DNA foram adicionados a 50uL da
suspensao das células quimiocompetentes e agitando-se suavemente a suspensao.
A mistura foi entdo incubada por 30 minutos em gelo, seguido de choque térmico de
45 segundos a 42°C em banho-maria e posterior resfriamento por 2 minutos em
gelo. Em seguida foram adicionados 900uL de meio LB. A suspensao foi incubada
por 60 minutos a 37°C para a recuperagao das células. Por fim, 500uL da suspensao
foram plagueados em placas de petri contendo 20mL de meio LA contendo o
antibiotico adequado. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por um periodo

de 14 horas a fim de permitir o crescimento das colénias bacterianas.

3.6 CONJUGACAO BACTERIANA
Previamente foram riscadas estirpes selvagem e mutantes de H. seropedicae

a partir de meio semi-solido em placas de petri com meio Nfb-Malato sélido
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suplementado com 20mM de cloreto de amdnio (NH4CIl) e 50mL/L de solucédo de
fosfatos e estreptomicina 80ug/mL. Foram incubadas em estufa 30°C por 2 a 3 dias.
Foram feitos também os in6culos de estirpe S17 de E. coli a partir do estoque para
realizar a conjugacédo com H. seropedicae.

A partir dos inéculos previamente preparados foram re-inoculados 75uL, da
cultura crescida de H. seropedicae, em 2,5mL de Nfb-Malato HP (high phosphates)
sem adi¢cdo de quaisquer antibiéticos. Foram cultivados a 120rpm em estufa 30°C
por aproximadamente 3 horas. Foi também preparado o re-indculo de 25uL de E.
coli S17 em 2mL de meio LB, sem adicdo de antibibticos, cultivado por 2 horas
aproximadamente, em estufa 37°C sob agitacdo orbital constante de 170 rpm.

ApGs o periodo de incubacéo as culturas bacterianas foram misturadas para
conjugacgao em duas proporgoes:

e Tubo 1: 100uL de H. seropedicae + 2uL de E. coli S17 contendo o
plasmideo;

e Tubo 2: 50uL de H. seropedicae + 15uL de E. coli S17 contendo o
plasmideo;

As misturas foram plaqueadas em placas de petri contendo meio LA e Nfb-
Malato solido suplementado com 20mM de cloreto de aménio (NH4Cl) e 50mL/L de
solucéo de fosfatos, sem adicdo de antibiético. Foi pingado uma gota de cultura do
tubo 1 e uma gota do tubo 2, cada gota em um polo distinto da placa. Apds secagem
as placas foram incubadas a 30°C por 16 a 20 horas.

As massas de células foram entdo raspadas e ressuspendidas em 1mL de
Nfb-Malato até homogeneizar completamente. Foram feitas diluicbes seriadas até
102 a partir da ressuspensdo de células. Foram plaqueados 150uL das diluicdes
(10e°,10e?, 10e?) contendo os transconjugantes em Nfb-Malato HP (High
Phosphates) contendo tetraciclina (10ug/mL), estreptomicina (80ug/mL) e &cido
nalidixico (5ug/mL), e incubadas a 30°C por 2 a 3 dias.

As provaveis colbnias transconjugantes isoladas foram coletadas a partir de
colonias isoladas em placa, foram cultivados os transconjugantes a 30°C, sob
agitagcdo de 120rpm em meio Nfb-Malato liquido HPN (KLASSEN et al., 1997)
suplementado com: solucdo de fosfatos (50mL/L) para H. seropedicae, NH4Cl
(20mM), e adicionado os antibiéticos estreptomicina (80ug/mL), tetraciclina (10u/mL)
e acido nalidixico (5pug/mL), para posterior estoque em meio NFb-malato semi-sélido
HPN.
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3.7 DETERMINACAO DA EXPRESSAO GENICA VIA ATIVIDADE DE B-
GALACTOSIDASE

A expressdo dos genes phaP1l e phaP2 foi analisada através de fusdes da
regido promotora com o0 gene reporter lacZ e determinagéo de atividade de -
galactosidase (MILLER, 1972). A estipe selvagem SmR1 e os mutantes AphaP1,
AphaP2, duplo mutante AphaP1.2, AphaC, APhaR e AntrC, contendo o plasmideo de
interesse foram cultivadas em meio Nfb-Malato liquido suplementado com solugéo
de fosfatos (50mL/L) para H. seropedicae, NH4Cl (20mM), e adicionados o0s
antibioticos estreptomicina (80ug/mL), tetraciclina (10u/mL), durante a noite. No dia
seguinte, 50uL das culturas cultivadas foram re-inoculadas em 5mL de meio liquido,
novamente cultivados durante a noite. No dia do ensaio de atividade de pB-
galactosidase, foram feitas leituras de absorbancias no comprimento de onda
620nm, no equipamento TriStar LB941 — DLReady (Berthold Technologies), para
determinar a densidade otica (D.O.) dos inéculos. Os re-inoculos foram feitos de
modo que 0s novos inéculos iniciassem seu crescimento em D.Os20 0,005.

Todas as culturas em Nfb-Malato continham tetraciclina (10 pg/mL),
estreptomicina (80 pg/mL), solucdo de fosfatos (50mL/L) e 20 mM de NH4CIl. O
cultivo foi feito em estufa 30 °C a 120 rpm.

As culturas foram entédo cultivadas por 6 horas a 30°C em rotacéo orbital de
120 rpm. Apds esse periodo foram iniciadas as coletas para determinacdo da
atividade da enzima. Para cada coleta, 200uL da cultura foram colocados em placa
de Elisa para determinar a D.Os20, em seguida, 100uL da amostra contida na placa
foram colocados no sistema de reacdo. Os 100uL restantes foram congelados para
posterior dosagem de proteinas. As coletas foram realizadas a cada duas horas.

O sistema de reacédo era constituido por 900uL de tampéo Z (tabela abaixo)
30uL de cloroférmio e 100uL de cultura bacteriana. Esse sistema de reacao foi
previamente mantido por 5 minutos a 30°C em banho-maria, sendo iniciada com a
adicdo de 200pL de 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG [800 mg/mL] -
SIGMA) e entao interrompida com 500 pL de solucdo de parada (Na2COs [1 mol/L])
para cada tubo de reacdo. Todos os ensaios foram feitos em duplicatas.

Os tubos contendo o sistema de reacdo foram centrifugados durante 10
minutos a 10°C e 859xg para retirada das células e debris. Em seguida foram
coletados 200uL do sobrenadante de cada amostra para leitura de absorbancia nos
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comprimentos de onda a 405nm no equipamento TriStar LB941 — DLReady
(Berthold Technologies).

A atividade especifica de B-galactosidase foi obtida apdés a dosagem de
proteinas, expressa em nmol de o-nitrofenol (ONP) formado por mg de proteina por

tempo (minutos).

O tampéo Z incompleto € composto por:

COMPOSTO CONCENTRACAO FINAL
NaHPO, 60mM

NaH;PO42H,0 40mM

KCI 10mM

MgS04.7H,0 imM

O tampao Z incompleto foi armazenado em garrafa ambar na geladeira.
Para obter tamp&o Z completo foi acrescentado ao tampao Z incompleto
SDS e 2-mercaptoetanol.

COMPOSTO CONCENTRACAO FINAL
2-mercaptoetanol 50mM
SDS 10% 0,00027%

3.8 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

As dosagens de proteinas foram realizadas conforme método descrito por
Bradford (1976). A curva padrdo, assim como a quantificacdo de proteinas a serem
avaliadas, foram feitas utilizando o reagente comercial Quick Start™ Bradford 1x Dye
Reagent (BIO-RAD).

3.9 DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA MUTACAO
SITIO-DIRIGIDA
Utilizando o programa online BioCyc Data base collection

(https://biocyc.org/), inserindo as locus tag (Hsero RS0808150) para phaPl e a

locus tag (Hsero _RS23810) para phaP2, obteve-se as sequéncias nucleotidicas
correspondentes aos genes das fasinas. Essas sequéncias foram inseridas no
programa SnapGen para a andlise dos possiveis locais de anelamento para 0s
oligonucleotideos a serem desenhados. Este programa possibilita visualizar o
anelamento dos oligonucleotideos na sequéncia nucleotidica do gene em questéao.
Apos iSso, foi utilizado o] sitio web OligoAnalyzer

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para fazer um estudo detalhado de cada um
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dos oligonucleotideos, obtendo informagdes como: tamanho da sequéncia, conteudo
GC, temperatura de anelamento, peso molecular, estruturas secundarias, entre
outros.

Estas informagBes foram levadas em conta para desenhar oligonucleotideos
mais adequados para a realizacdo de PCRs. Quanto ao conteudo GC, os
oligonucleotideos tiveram a menor % possivel de nucleotideos G ou C a fim de néao
apresentar uma temperatura de anelamento muito elevada. A temperatura de

anelamento ficou entre 57°C e 64°C.

3.10 MUTACAO SITIO DIRIGIDA (Overlapping PCR)

As mutacdes dos sitios de ligacdo para o fator o’° (regides -10 e -35) e 0
sitio de ligagéo para a proteina PhaR (PhbF) foram feitas pelo método de mutacgao
sitio dirigida, que consiste em criar mutacfes direcionadas ao local desejado
empregando a técnica de PCR (SAIKI et al., 1985; MULLIS, FALOONA, 1987).
Foram utilizados dois oligonucleotideos iniciadores para amplificar a regido 5’ da
sequéncia e dois para amplificar a sequéncia 3’. O programa no termociclador para a
amplificacéo foi o seguinte: 1 ciclo de 1:30 minutos a 95°C para abertura das fitas de
DNA; seguido de 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos na temperatura
escolhida de anelamento para cada par de oligonucleotideo (de acordo com os
resultados obtidos nos gradientes de temperatura) e 1 minuto a 72°C; e finalmente 1
ciclo para extensao por 5 minutos a 72°C.

As reagdes de amplificacdo das regides 5’ e 3’ foram feitas separadamente.
Apods isso, os produtos destas PCRs foram colocados em um unico tubo, sendo
feitos 2 a 5 ciclos de desnaturacdo, anelamento das fitas e extensédo das cadeias.
Nesta etapa, foi usada a temperatura de 50°C para anelamento das fitas. Em
seguida, foram adicionados o0s oligonucleotideos iniciadores referentes a
amplificagcdo da regido promotora inteira de cada gene (FW_PHAP1l_PROM x
P1_REV e FWPHAP2_PROM x P2_REV) e a reacdo de PCR foi repetida. O DNA
amplificado foi posteriormente separado por eletroforese. A banda de interesse
visualizada no gel foi entdo cortada do mesmo e purificada pelo método de adsorgéo

em silica.
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3.11 PURIFICACAO DE DNA POR ADSORGAO EM SIiLICA

Esse método baseia-se na capacidade de ligacdo do DNA a silica quando na
presenca de altas concentracdes de sal. Este procedimento possui alta eficiéncia de
recuperacdo da amostra, além de ser aplicavel para moléculas de DNA de quaisquer
tamanhos.

O DNA de interesse foi aplicado em gel de agarose 1% em tampédo TAE 1x
(40 mM Tris base, 20 mM Acido Acético, 1 mM EDTA), segundo procedimento
descrito (SAMBROOK et al., 1989). Apds a separacdo eletroforética, o DNA foi
visualizado apo6s coloracdo com brometo de etidio (0,5 pg/mL) sob luz ultravioleta
em transiluminador EC3 System - UVP Biolmaging Systems. As bandas de interesse
foram cortadas do gel e depositadas em tubos de 1,5mL. Foi usado o kit UltraClean®
15 DNA Purification Kit da MO BIO, para purificagcdo dos fragmentos de gel que

continham o DNA coletado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA AS MUTAQOES SITIO-
DIRIGIDAS

O método de mutacao sitio dirigida foi usado para fazer alteracdes especificas
na sequéncia de DNA dos promotores phaP. A estratégia consistiu em desenhar um
par de primers para cada sitio de ligacdo de interesse. Sendo que um primer
anelaria no sentido 5’ (primer UP) e outro no sentido 3’ (primer DOWN).

Assim, para a amplificacdo da por¢cao 5 da regido promotora de phaP, foi
usado o primer externo Fw e o primer DOWN, enquanto que para a amplificacdo da
porcéo 3’ foi usado o primer UP e o primer externo Rev. Cada por¢cao amplificada foi

chamada de sistema.

Promotor phaP
Fw UP
Promotor phaP com e >
oligonucleotideos |
iniciadores anelados
DOWN Rev
PCR PCR
Sistema 1 - — ——  SiStema2

Figura 1- Esquema demostrando a estratégia para mutagao sitio dirigida.

Esses sistemas possuiam uma regido de sobreposicdo, a qual seria a
responsavel por permitir que as regides amplificadas separadamente pudessem ser
unidas novamente. Ap0s a unido, a regido promotora apresentaria a sequéncia de
DNA alterada no sitio de interesse, impedindo assim que o ligante daquele sitio se

acoplasse a fita de DNA.
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Fw

=> Sistema 2
Sistema 1 J]_;

Rev

PCR

Fragmento com mutacao
IEEsssss———————

Figura 2- Esquema mostrando a regido de sobreposicdo das por¢des amplificadas.

Os oligonucleotideos iniciadores na tabela abaixo foram desenhados a fim de

ser possivel a realizacdo de mutagdes sitio dirigidas.

TABELA 2 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA MUTACOES SITIO-DIRIGIDAS EM
SITIOS REGULATORIOS DOS PROMOTORES phaP.

phaP1
Primer_PhaR_phaP1_UP Primer_PhaR_phaP1_DONW
CGTCGACAATATGTCATATTTCAACAAGAAATGACATCG GACATATTGTCGACGCGAATTCTAGTTTAATCGTG
Primer_Sigma70_-10_phaP1_UP Primer_Sigma70_-10_phaP1_DOWN
GTCGACTCGCTTGTGCAATGCATC CGAGTCGACGTTTAATCGTGCATAAAGTCAAAG
Primer_Sigma70_-35_phaP1_UP Primer_Sigma70_-35_phaP1_DOWN
GTCGACCTTTATGCACGATTAAACTAGAATTC AGGTCGACCTTTCATCACATGGGAATGG

phaP2
Primer_PhaR_phaP2_UP Primer_PhaR_phaP2_DOWN
TTGGGAGTCGACTCAAATCACTTGCAGGCTG AGTCGACTCCCAATTCCTATTTTATGCACTTCT
Primer_Sigma70_-10_phaP2_UP Primer_Sigma70_-10_phaP2_DOWN
GTCGACAGGAATTGTTGCGGC GTCGACTGCACTTCTTTGGTGAAATCAAG
Primer_Sigma70_-35_phaP2_UP Primer_Sigma70_-35_phaP2_DOWN
GTCGACCACCAAAGAAGTGCATAAAATAGG GTCGACAGAGGTATTTTGTGCGC

4.2 GRADIENTE DE TEMPERATURA PARA AMPLIFICACAO DOS
OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

A fim de melhorar a eficiéncia de amplificacdo dos fragmentos de interesse,
foram feitos gradientes de temperatura para os pares de oligonucleotideos

iniciadores que amplificariam cada fragmento.
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phaP1 - Sitio phaR

Sistema 1 - 274pb Sistema 2 - 162pb
« Fw_promo_phaP1 » phaR_phaP1_UP
» phaR_phaP1_DOWN » Rev_promo_phaP1
i ZS.P.
250pb
50°C 55°C 60°C 65°C 45°C 50°C 55°C 60°C

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose 1% com tampéo TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistema 1 se refere a amplificagdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 2 se refere a amplificacdo da extremidade 3’, ambos atribuidos & mutacdo no sitio de
ligacdo para a proteina regulatéria PhaR no promotor phaPl. A linha a esquerda de cada gel
corresponde aos marcadores de massa molecular (1 kb ladder) e a banda correspondente a 250bp
esta indicada. As demais linhas correspondem aos produtos de amplificacdo utilizando as
temperaturas de anelamento indicadas. A seta indica a temperatura escolhida para a amplificacéo,
65°C para o sistema 1 e 55°C para o sistema 2. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 yg/mL) e
a imagem registrada utilizando sistema de luz ultravioleta em transiluminador (UVP).

phaP1 - Sitio 07° (-10)

Sistema 3 - 259pb Sistema 4 - 171pb
« Fw_promo_phaP1 » Sigma70_-10_phaP1_UP

« Sigma70_-10_phaP1_DOWN » Rev_promo_phaP1

250pb
250pb

50°C 55°C 60°C 65°C 45°C 50°C 55°C 60°C

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1% com tampao TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistema 3 se refere a amplificagdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 4 se refere a amplificagdo da extremidade 3’, ambos atribuidos a mutacdo no sitio de
ligacdo o fator o7° regido -10 no promotor phaP1l. A linha a esquerda de cada gel corresponde aos
marcadores de massa molecular (1 kb ladder) e a banda correspondente a 250bp esta indicada. As
demais linhas correspondem aos produtos de amplificacdo utilizando as temperaturas de anelamento
indicadas. A seta indica a temperatura escolhida para a amplificacdo, 50°C para ambos os sistemas
deste sitio. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e a imagem registrada utilizando
sistema de luz ultravioleta em transiluminador (UVP).
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phaP1 - Sitio o7° (-35)

Sistema 5 - 234pb Sistema 6 - 195pb
« Fw_promo_phaP1 » Sigma70_-35_phaP1_UP

» Sigma70_-35_phaP1_DOWN * Rev_promo_phaP1

4

50°C 55°C 60°C 65°C

5°C 50°C 55°C 60°C

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1% com tampédo TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistema 5 se refere a amplificagdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 6 se refere a amplificagdo da extremidade 3’, ambos atribuidos a mutagéo no sitio de
ligacdo o fator 70 regido -35 no promotor phaPl. As demais linhas correspondem aos produtos de
amplificacdo utilizando as temperaturas de anelamento indicadas. A seta indica a temperatura
escolhida para a amplificagdo, 50°C para ambos os sistemas deste sitio. O gel foi corado com
brometo de etideo (0,5 pg/mL) e a imagem registrada utilizando sistema de luz ultravioleta em

transiluminador (UVP).
phaP2 - Sitio phaR

Sistema 7 —209pb Sistema 8 -129pb
« Fw_promo_phaP2 » phaR_phaP2_UP
» phaR_phaP2_DOWN » Rev_promo_phaP2

50°C 55°C 60°C 65°C 50°C 55°C 60°C 65°C

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1% com tampao TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistema 7 se refere a amplificagdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 8 se refere a amplificagdo da extremidade 3’, ambos atribuidos a mutacdo no sitio de
ligagdo para a proteina regulatéria PhaR no promotor phaP2. As demais linhas correspondem aos
produtos de amplificacdo utilizando as temperaturas de anelamento indicadas. A seta indica a
temperatura escolhida para a amplificagédo, 65°C para ambos os sistemas deste sitio. O gel foi corado
com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e a imagem registrada utilizando sistema de luz ultravioleta em
transiluminador (UVP).



26

phaP2 - Sitio 070 (-10)
Sistema 9 -191pb Sistema 10 —140pb
* Fw_promo_phaP2 « Sigma70_-10_phaP2_UP

» Sigma70_-10_phaP2_DOWN  + Rev_promo_phaP2

250pb
zS'i -

50°C 55°C 60°C 65°C 50°C 55°C 60°C 65°C

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 1% com tampado TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistema 9 se refere a amplificagdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 10 se refere a amplificagcdo da extremidade 3’, ambos atribuidos a mutacdo no sitio de
ligacdo o fator 07° regido -10 no promotor phaP2. A linha a esquerda de cada gel corresponde aos
marcadores de massa molecular (1 kb ladder) e a banda correspondente a 250bp esta indicada. As
demais linhas correspondem aos produtos de amplificacdo utilizando as temperaturas de anelamento
indicadas. A seta indica a temperatura escolhida para a amplificacéo, 60°C para o sistema 9 e 50°C
para o sistema 10. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pug/mL) e a imagem registrada
utilizando sistema de luz ultravioleta em transiluminador (UVP).

phaP2 - Sitio sigma o07° (-35)

Sistema 11 -170pb Sistema 12 -161pb
* Fw_promo_phaP2 « Sigma70_-35 _phaP2_UP

» Sigma70_-35_phaP2_DOWN * Rev_promo_phaP2

50°C 55°C 60°C 65°C 55°C 60°C

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% com tampédo TAE 1X apresentando a amplificacdo por
PCR dos fragmentos de interesse. O sistemall se refere a amplificacdo da extremidade 5’, enquanto
o sistema 12 se refere a amplificacdo da extremidade 3’, ambos atribuidos a mutagdo no sitio de
ligagdo o fator o7° regido -35 no promotor phaP2. As demais linhas correspondem aos produtos de
amplificac@o utilizando as temperaturas de anelamento indicadas. A seta indica a temperatura
escolhida para a amplificacdo, 50°C para o sistema 11 e 55°C para o sistema 12. O gel foi corado
com brometo de etideo (0,5 yg/mL) e a imagem registrada utilizando sistema de luz ultravioleta em
transiluminador (UVP).
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Em seguida, os dois produtos amplificados (correspondentes a porgcéao 5' e 3'
da regido promotora) foram utilizados para a obtencédo da regido promotora com as
mutagfes conforme descrito em Material e Métodos. Os primers externos utilizados
foram desenhados por Tirapelle et al (2013) e estdo apresentados na tabela 3.

TABELA 3 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA AMPLIFICACAO DA REGIAO
PROMOTORA INTEIRA DOS GENES phaP. OS SUBLINHADOS NAS SEQUENCIAS MOSTRAM A
LOCALIZAGAO PARA OS SITIOS DE RESTRICAO PARA Bglll (AGATCT) e para Pstl (CTGCAG).

phaP1
Fw_prom_phaP1 Rev_prom_phaP1
AGATCTCACACCACACTCTCG CTGCAGCGGAAAATTGCTC

phaP2
Fw_prom_phaP2 Rev_prom_phaP2
GTTAGATCTTCGTGGTCCATGACCTGCCC ATCCTGCAGTCTTGGTACGAGAACATGGTC

Apesar de diferentes condicbes testadas para a segunda etapa de

amplificacdo, nenhum produto foi obtido.

4.3 DETERMINACAO DA EXPRESSAO DOS PROMOTORES phaP UTILIZANDO O
GENE REPORTE lacz

4.3.1 ESTIRPE PARENTAL E MUTANTES PARA AS FASINAS

Para determinar o nivel de expressdo dos genes que codificam para as
fasinas, foram feitas fusbes dos promotores phaP contendo gene repérter lacZ que
foram introduzidas na estipe parental (SMR1) e mutantes de Herbaspirillum
seropedicae. O perfil de expresséao foi avaliado por meio de ensaios de atividade de
beta-galactosidase, medindo a concentracdo do produto de reacao (o-nitrofenol) no
comprimento de onda de 405nm.

Andlise de proteinas associadas aos granulos de PHB mostrou que PhaP1 é
a principal fasina de revestimento dos granulos de PHB em Herbaspirillum
seropedicae (TIRAPELLE et al., 2013). A analise de expresséo utilizando as fusdes
phaP1:lacZ e phaP2:lacZ (Figura 9) indica que o gene phaPl apresenta nivel
superior de expressdo quando comparada a expressao de phaP2, confirmando
resultados apresentados por Tirapelle et al (2013). Os resultados também indicam

gue a expressao de phaP2 é maior em culturas cultivadas por maior periodo.
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Figura 9 — Atividade especifica de beta-galactosidase em ensaios utilizando fusdes pphaP::lacZ na
estirpe selvagem de H. seropedicae SmR1. A atividade foi determinada em culturas cultivas pelo
periodo indicado. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em azul). Em
laranja, a fusdo com o promotor phaPl e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os dados
correspondem a um ensaio representativo.

As fusBes também foram testadas nas estirpes mutantes de H. seropedicae.
A estirpe AphaP1 apresenta o gene phaP1l deletado. O mutante AphaP1 continuou
produzindo PHB, mas com uma reducédo de 50% no acumulo do polimero (ALVES,
2014). Além disso, quando analisado por protedbmica de proteinas dos granulos de
PHB foi revelado uma maior abundancia de PhaP2 neste mutante, o que indica que,
quando PhaP1l estd ausente, a segunda fasina é expressa associando-se aos
granulos do polimero (TIRAPELLE et al., 2013). Esse resultado indica que a delecdo
de phaPl ndo prejudica por completo a producdo do polimero. Entretanto,
resultados também sugerem que a fasina PhaPl é importante para controlar a
sintese e a estabilidade dos granulos de PHB (ALVES, 2014).

Na figura 10 pode-se observar que na estirpe mutante AphaP1 o promotor
phaP1 continua ativo, contudo, hd aumento da expressédo de phaP2. Este resultado
corrobora a maior quantidade da proteina PhaP2 no mutante AphaP1 (TIRAPELLE
et al., 2013)
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Figura 10 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AphaP1, com as fusdes
phaPl:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaP1l e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.

Na estirpe mutante AphaP2, com o gene phaP2 deletado, o promotor phaP2
voltou a apresentar baixos niveis de expressao, se equiparando a estirpe selvagem,
reforcando a ideia de que quando ha proteina PhaPl a formacdo e acumulo de
granulos de PHB é adequada (ALVES, 2014).
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Figura 11 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AphaP2, com as fusGes
phaPl:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaP1l e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.



30

No duplo mutante AphaPl.2, onde os genes que codificam para ambas
fasinas foram deletados, ha expressdo de ambos promotores. Demonstrando que a

auséncia de PhaP1 promove a expresséo da segunda fasina.
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Figura 12 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AphaP1.2, com as fusfes
phaP1:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaPl e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.

Segundo dados de Alves (2014), a expressdao do gene phaPl é capaz de
restaurar a acumulacdo de PHB nos mutantes AphaP1, AphaP2 e AphaP1.2 a niveis
nativos. Enquanto a complementacdo com phaP2 reduz significativamente o
acumulo de PHB independentemente da estirpe phaP mutante testada.

4.3.2 MUTANTE PARA A PROTEINA REGULATORIA PhaR

Em Ralstonia eutropha, e em outras bactérias que produzem PHA (REHM,
STEINBUCHEL, 1999), ha indicacdo que a proteina regulatéria PhaR seja um
regulador negativo da expressdo tanto das fasinas como de outros genes
relacionados ao metabolismo de PHB. Esta proteina € encontrada ligada a regiao
promotora de seus genes alvo, impedindo assim, a expressao destes (MAEHARA et
al., 2002; CHOW, YANG, 2010). As fusdes phaP::lacZ foram ensaiadas na estirpe
AphaR (Figura 13) e os resultados sugerem que a expressao dos genes € menor
nesta estirpe quando comparada com a estirpe selvagem (Figura 9). Esse resultado
nao suporta a hipétese de que PhaR atue como um repressor para a expressao de

genes envolvidos no metabolismo de PHB e devera ser confirmado.
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Figura 13 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AphaR, com as fusfes
phaP1:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaPl e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.

4.3.3 MUTANTE PARA A SINTESE DE PHB (aAphaC)

A biossintese de polihidroxibutirato ocorre em trés passos, sendo a etapa final
a mais relevante por se tratar da etapa de polimerizacdo e formacédo do PHB. Esta
etapa € dependente da presenca da enzima PhaC, a qual est4 encarregada de
polimerizar o 3 hidroxibutiril-CoA para formar o PHB (OEDING et al., 1973;
HAYWOOD et al., 1988; REHM et al., 2002).

No modelo proposto, quando a producdo de PHB ¢é iniciada, a proteina
regulatoria PhaR se desliga da molécula de DNA e se liga ao polimero de PHB,
permitindo a expressédo dos genes do metabolismo de PHB, incluindo aqueles que
codificam para as fasinas. Assim, o reconhecimento de que ha formacédo de cadeias
de PHB no interior celular, libera a expressdo de phaP para que as fasinas
sintetizadas se liguem ao granulo de PHB em formagdo (YORK et al.,, 2001,
POTTER et al., 2002; MAEHARA et al., 2001; KADOWAKI et al., 2011). Assim, a
expressdo das fasinas esta intimamente ligada a produgéo de PHB, por isso, como
observado na figura 14, o mutante AphaC, o qual possui o gene para as fasinas,
porém € incapaz de produzir PHB, possui uma expressdo baixa de ambos os

promotores phaP.
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Figura 14 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AphaC, com as fusfes
phaPl:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaP1l e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.

4.3.4 MUTANTE PARA O METABOLISMO DE NITROGENIO (AntrC)

Amoénio é a fonte de nitrogénio de preferéncia para bactérias. Entretanto, em
situacdes de auséncia de amonio, a bactéria pode utilizar fontes alternativas de
nitrogénio. Para isso, tanto a sintese como a atividade de proteinas envolvidas no
metabolismo de fontes alternativas de nitrogénio sdo fortemente reguladas pelo
sistema Ntr, envolvendo a proteina ativadora de transcricdo NtrC (MERRICK et al.,
1995).

Considerando que a expressdo de PHB é aumentada em condicbes de
disponibilidade de carbono e caréncia de outros nutrientes, como nitrogénio, por
exemplo, as fusbes phaP::lacZ foram testadas na estirpe mutante AntrC (figura 15).
E possivel observar a expressio de phaP1, entretanto a expressio de phaP2 parece
nao ocorrer, mesmo apds maior periodo de crescimento onde a expressao de phaP2
€ observada na estirpe selvagem (Figura 9). Esse resultado parece sugerir que a
expressao de phaP1 nao sofre influéncia de NtrC. Considerando que esse ensaio foi
realizado em condicdes de alta concentracdo de amdnio, verificamos a expressao da
fusdo phaP2::lacZ na estirpe selvagem em condi¢cdes de variagdo da concentragéo
de amoénio. Foram testadas duas concentracbes de amonio (20 mM e 2 mM), além
de 5 mM de glutamato (condi¢cdo que indica baixa disponibilidade de aménio) (Figura
16).
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A expressao de phaP2:lacZ é maior quando as células sdo cultivadas em
condicbes de baixa concentragdo de amoénio (2 mM ou glutamato) quando
comparada com o cultivo em 20 mM de aménio. Em condi¢des de alta concentracédo
de aménio, a expressao de phaP2 é baixa, como também apresentado na figura 9.
Esses resultados sugerem que a expressdao de phaP2 seja regulada pela
disponibilidade de aménio e a participacdo de NtrC no controle da expressao. O

papel de NtrC na regulacédo de phaP2 devera ser mais profundamente investigada.
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Figura 15 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe mutante AntrC, com as fusbes
phaP1:lacZ e phaP2:lacZ. O plasmideo sem promotor (pMP220) foi utilizado como controle (em
azul). Em laranja, a fusdo com o promotor phaP1l e em cinza, a fusdo com o promotor phaP2. Os
dados correspondem a um ensaio representativo.
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Figura 16 - Atividade especifica de beta-galactosidase na estirpe selvagem contendo a fuséo
phaP2::lacZ. As fusBes foram cultivadas em meios de cultura contendo glutamato e aménio como
fontes de nitrogénio. Em vermelho, meio de cultura contendo 5 mM de glutamato. Em amarelo, 20mM
de amoénio e em laranja, 2mM de amonio. Os dados correspondem a um ensaio representativo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As fasinas possuem um papel importante recobrindo os granulos de PHB
evitando o fenébmeno de coalescéncia destes granulos em um anico. A formacéao de
granulos menores facilita a mobilizacéo e degradacéo do polimero quando a bactéria
se encontra em situacdes limitantes de nutrientes.

Em Herbaspirillum seropedicae, a fasina phaP1 parece ser a principal fasina
de revestimento dos granulos, por isso, como observado na estirpe selvagem,
quando a primeira fasina é expressa, a segunda fasina se mantem com baixa
expressdo. No mutante com o gene para phaPl deletado, observa-se uma
proeminente expressao da segunda fasina (phaP2). Nossos resultados também
sugerem que a expressdo de phaP2 é regulada pela disponibilidade de ambnio e a
possivel participacdo de NtrC nesta regulacao.
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