UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

FRANCISCO JOSE TELES MOTA

CURITIBA

2020

CARA



FRANCISCO JOSE TELES MOTA

CARACTERIZACAO DOS GENES phaZ1 E phaZ2 E MOBILIZACAO DE
POLIHIDROXIBUTIRATO EM Herbaspirillum seropedicae

CURITIBA

2020

Dissertacao apresentada ao Curso de Poés-
Graduagao em Ciéncias — Bioquimica, Setor
de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Parana, como requisito parcial a obtengao
do titulo de Mestre em Ciéncias — Bioquimica.

Orientadora: Prof. Dr?. Leda Satie Chubatsu

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Mduller dos
Santos



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAQ NA PUBLICACAO (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SISTEMA DE BIBLIOTECAS — BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Mota, Francisco José Teles, 1988-

Caracterizagao dos genes phaZ1 e phaZ2 mobilizagdo de
polihidroxibutirato em Hesbaspirillum seropedicae [ Francisco
José Teles Mota. — Curitiba, 2020.

1 recurso on-line : PDF.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Paran3,
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pés-Graduagéo em
Ciéncias (Bioquimica).

Orientadora: Prof. Dr?. Leda Satie Chubatsu.

Coorientador: Prof. Dr. Marcelo Miiller dos Santos.

1. Herbaspirillum. 2. Polihidroxibutirato. 3. Polissacarideos. 4.
Tamara. |. Chubatsu, Leda Satie, 1966-. Il. Muller-Santos,
Marcelo, 1979-. lll. Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias
(Bioguimica). IV. Titulo.

Bibliotecaria: Giana Mara Seniski Silva. CRB-9/1406




== MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

ONVERSIOADE FECERAL OO FARRE. PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ CIENCIAS
(BIOQUIMICA) - 40001016003P2

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagéo em CIENCIAS (BIOQUIMICA) da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigao da Dissertagdo de Mestrado de FRANCISCO JOSE
TELES MOTA intitulada: Caracterizagdo dos genes phaZ1 e phaZ2 e mobiliza¢ao de polihidroxibutirato em Herbaspirillum
seropedicae, sob orientagdo do Prof. Dr. LEDA S. CHUBATSU, que apods terem inquirido o aluno e realizada a avaliagéo do
trabalho, sdo de parecer pela sua APROVACAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita @ homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pds-Graduagéo.

CURITIBA, 30 de Margo de 2020.

Assinatura Eletrénica
30/03/2020 18:28:57.0
LEDA S. CHUBATSU
Presidente da Banca Examinadora (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletrénica
30/03/2020 18:23:54.0
MARIA BERENICE REYNAUD STEFFENS
Avaliador Intemo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletrénica
31/03/2020 13:37:55.0
ANA CLAUDIA BONATTO
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS - CENTRO POLITECNICO - CURITIBA - Paran4 - Brasil
CEP 81531-980 - Tel: (41) 3361-1672 - E-mail: pgbioq@ufpr.br
Acesse https://www prppg.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas jsp e insira o codigo 38899 para validar Assinaturas do Documento



Dedico essa dissertacdo a Roberta Renner pelo amor e carinho, por me apoiar

e investir nos nossos sonhos.



AGRADECIMENTOS

A carreira académica é repleta de desafios, contudo ganhamos suporte e
incentivo dos colegas, amigos e professores que inumeras vezes nos ajudam
frente aos obstaculos. Meus sinceros agradecimentos a minha orientadora Prof.?
Dr.2 Leda Satie Chubatsu que me orienta ha seis anos e sempre contribuiu
imensamente para que estas palavras pudessem ser redigidas. Agradeco a
Professora Dr.2 Maria Berenice R. Steffens pelas contribuicdes na correcéo do
relatorio e pela amizade sincera. Ao meu coorientador Prof. Dr. Marcelo Muller-
Santos por esta sempre nos motivando nas atividades académicas, trazendo
novas ideias e nos acompanhando na bancada. A Prof.?2 Dr.? Rose Adele
Monteiro por nos alegrar diariamente, por acreditar no nosso potencial quando
muitas vezes ndo confiamos em si mesmo. O meu agradecimento se extende
ainda ao Prof. Dr. Emanuel Maltempi, Fabio de Oliveira Pedrosa e ao secretario

do programa de pds-graduacao Thiago Vello pelo apoio com os documentos.

Aos amigos do laboratério NFN: Edson Kim, Isabela Cavalcante, Marcos Andrei,
Marcos Damrley, Brenno Miranda, Fernanda Kashiwagi, Beatriz, Alex Tramontin,
Ryu Masaki, Julia Liebl, Kalinka Gonzales, Adriano Stefanello, Luis Paulo Alves,

Maritza, Carol Conrado, Manuel Pifiero, Mayara Almeida e Robson Carlos.

Aos técnicos Rose Prado, Valter Baura, Thalita e Bruna pela atencédo com

reagentes e uso de equipamentos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo apoio financeiro, essencial para a realizacdo desse sonho.



“Palavras sdo, na minha nada humilde opini&o, nossa inesgotavel fonte de
magia. Capazes de formar grandes sofrimentos e também de remedia-los”.

Alvo Dumbledore, Harry Potter e as Reliquias da Morte (J. K. Rowling, autora).



RESUMO

Os polihidroxialcanoatos sao uma classe de biopolimeros com enorme potencial
de aplicagao biotecnoldgica e, nesse grupo de compostos, o polihidroxibutirato
(PHB) é um dos mais conhecidos, sendo sintetizado por uma diversidade de
microrganismos. A biossintese de PHB em bactérias ocorre enzimaticamente em
trés etapas: 2 moléculas de acetil-CoA sdo condensadas a acetoacetil-CoA,
catalisada pela enzima B-cetoacil-CoA tiolase, em seguida acetoacetil-CoA é
reduzido a 3-hidroxibutiril-CoA com consumo de NADPH pela enzima
acetoacetil-CoA redutase e, por ultimo, a PHB sintase polimeriza 3-hidroxibutiril-
CoA formando o polimero PHB. Quando necessario, PHB é mobilizado através
da PHB depolimerase. A bactéria diazotrofica Herbaspirilum seropedicae
sintetiza e degrada PHB através dessa via metabdlica. Esta bactéria apresenta
dois genes que codificam para PHB depolimerases. O gene phaZ1 é expresso
constitutivamente na presenca de PHB, enquanto a represséao foi observada no
mutante AphaC71, uma estirpe que ndo produz o polimero. Encontramos
evidéncias de que o repressor transcricional PhaR modula esse processo.
Nossos resultados indicam que PhaZ1 é a principal PHB depolimerase para a
mobilizacdo do polimero, uma vez que foi observado acumulo de PHB nos
mutantes AphaZ1 e AphaZ12. Além disso, esses mutantes sao deficientes em
motilidade do tipo “swarming”. Enquanto o gene phaZ1 apresenta expressao
constitutiva, o gene que codifica para a segunda PHB depolimerase, phaZ2, tem
sua expressao dependente de nitrogénio e, é regulada por NtrC.

Palavras-chave: Polihidroxibutirato (PHB), PHB depolimerase, Herbaspirillum

seropedicae



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates are a class of biopolymers with enormous potential for
biotechnological application, and within this group the best known is
polyhydroxybutyrate (PHB), which is synthesized by a diversity of
microorganisms. In bacteria PHB is synthesized by the condensation of two
acetyl-CoA molecules by a B-ketoacyl-CoA thiolase to form acetoacetyl-CoA,
which is subsequently reduced to 3-hydroxybutyryl CoA by an acetoacetyl-CoA
reductase using NADPH. Finally, PHB synthase polymerizes 3-hydroxybutyryl-
CoA to form PHB usually yielding intracellular granules. The diazotrophic
bacterium Herbaspirilum seropedicae synthesizes PHB through this metabolic
pathway and degrades the polymer through PHB depolymerases coded by phaZ.
In this organism, two similar genes were found, phaZ1 and phaZ2. The phaZ1
gene is expressed constitutively in the presence of PHB, whereas repression of
expression was observed in the mutant AphaC1, a strain that does not produce
the polymer. We found evidence that the transcriptional repressor PhaR
modulates this process. Our results indicated that PhaZ1 is the main PHB
depolymerase to mobilize PHB, since PHB accumulation was observed in
AphaZ1 and AphaZ12 mutants. In addition, these mutants showed to be deficient
in “swarming” motility. Although phaZ1 was shown to be constitutively expressed,
the gene that codes for the second PHB depolymerase, phaZ2, had its

expression dependent on nitrogen levels and it was regulated by NtrC.

Keywords: Polyhydroxybutyrate (PHB), PHB depolymerase, Herbaspirillum

seropedicae
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1 INTRODUGAO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) correspondem a uma classe de
biopolimeros produzidos por varios microrganismos e armazenados na forma de
granulos insoluveis dentro da célula, consistindo em uma importante reserva
energética para o organismo (LEE, 1996). As propriedades termoplasticas
associado a biodegradabilidade sao os fatores que contribuem para o uso na
producdo de bioplasticos, sendo portanto uma alternativa aos produtos de
origem petroquimica (CHEN, 2009). Uma outra caracteristica dos PHAs é a
biocompatibilidade, permitindo sua utilizagdo na producdo de materiais
biomédicos como préteses, malhas cirdrgicas, microesferas para
encapsulamento de farmacos e fibras para suturas (BRIGHAM; SINSKEY, 2012).
Devido a essas caracteristicas, os PHAs vem despertando o interesse de muitos
pesquisadores que estdo investigando as vias metabdlicas relacionadas a
producgao de polihidroxialcanoatos, permitindo a criagao de sistemas heterologos

para produgao do polimero em larga escala (CHEN, 2009).

O polihidroxibutirato (PHB) é um dos principais polimeros incluido na classe
dos PHAs e vem sendo estudado ha quase um século desde a sua descoberta
em 1926 pelo microbiologista Francés Maurice Lemoigne (LEMOIGNE, 1926).
Além de conter as propriedades caracteristicas dos PHAs quanto a aplicagao
biotecnolégica, o PHB vem demonstrando ser de grande importancia para os
microrganismos que o produzem pois esta relacionado a maior taxa de
sobrevivéncia em condicbes ambientais desfavoraveis (KADOURI;
JURKEVITCH; OKON, 2003; TRIBELLI; LOPEZ, 2011; OBRUCA et al., 2016).
Isso faz com que a pesquisa visando a compreensao do metabolismo de PHB
tenha grande relevancia e de fato varios genes e suas respectivas proteinas tem
sido estudados. Isso levou a descoberta da via metabdlica classica da sintese
de polihidroxibutirato no organismo modelo Ralstonia eutropha H16
(ANDERSON; DAWES, 1990), Essa bactéria vem sendo estudada ha mais de
50 anos devido a capacidade em produzir e armazenar grandes quantidades de
polihidroxibutirato e outros poliésteres de interesse biotecndlogico para a
produgao de bioplasticos. Uma das proteinas mais importantes dessa via séo as

PHB depolimerases que realizam a degradacdo do polimero acumulado,
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disponibilizando carbono e equivalentes redutores para vias anabdlicas
(ANDERSON; DAWES, 1990). As PHB depolimerases apresentam uma grande
diversidade estrutural e funcional, com diferentes classes, algumas sé&o
exclusivamente PHB depolimerases extracelulares e outras atuam somente
dentro da célula (PHB depolimerases intracelulares), apesar do que ja foi
descoberto sobre algumas dessas enzimas (descritas adiante), ainda ha muitas
questdes em relagcdo ao grupo das PHB depolimerases intracelulares
(JENDROSSEK; HANDRICK, 2002). Essas enzimas mobilizam exclusivamente

o polimero intracelular na sua forma nativa.

Diante da importancia dos PHAs, entres eles o PHB, torna-se importante
conhecer esse parte do metabolismo em outras bactérias. Nesse projeto
procuramos expandir o conhecimento sobre as PHB depolimerases na bactéria
Herbaspirillum seropedicae; essa espécie € uma [-proteobactéria que coloniza
gramineas de interesse econdmico, entre elas milho, sorgo, trigo e arroz
(RONCATO-MACCARI et al., 2003; PEDROSA et al., 2011; BALSANELLI et al.,
2016; PANKIEVICZ et al., 2016; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2019). Essa
bactéria contém ao menos 13 genes incluidos no metabolismo de
polihidroxibutirato, dois deles codificam PHB depolimerases intracelulares, sabe-
se que esses genes sdo expressos em condi¢cdes de interagdo planta-bactéria,
sendo que a delecdo de ambos os genes resulta na redugdo dessa bactéria em
promover crescimento vegetal (ALVES et al., 2019). Considerando a relevancia
de H. seropedicae como um organismo diazotréfico e do PHB como um
biopolimero de uso biotecnologico, esse estudo procurou contribuir com novos

conhecimentos sobre o papel desses genes nessa bactéria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIHIDROXIALCANOATOS

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) s&o poliésteres sintetizados por uma
grande variedade de microrganismos a partir de monémeros de 3-
hidroxialcanoatos (Figura 1) (MADISON; HUISMAN, 1999). Essas moléculas s&o
polimerizadas em granulos insoluveis e armazenados no citoplasma podendo
atingir didmetro entre 0,2 a 0,5 um (ANDERSON; DAWES, 1990). A visualizacao
dos polihidroxialcanoatos geralmente é feita por técnicas de microscopia
eletrdnica microscopia de contraste de fase e microscopia de fluorescéncia, e a
quantificacdo do PHB acumulado ocorre por meio de cromatografia gasosa (DE
RIJK et al., 2005; TAN et al., 2014). Existe uma grande quantidade e diversidade
desses biopolimeros, podendo ser granulos homo ou heteropoliméricos
dependendo do monémero incorporado na sintese e da especifidade das PHB
sintases (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995).

— =

R o
1 0-CH-CH2-C -

n

FIGURA 1 — ESTRUTURA GERAL DOS PHAs

Estrutura geral de um polihidroxialcanoato. O grupo R indica diferentes radicais que podem ser
utilizados. A estrutura indica as unidades monomeéricas que formam o polimero.

Fonte: Adaptado de ANDERSON & DAWES (1990).

PHAs podem ser classificados como aqueles de cadeia curta ou média,
dependendo do numero de carbonos das unidades monoméricas. Os PHAs de
cadeia curta (SCL PHA, do inglés short-chain-length) apresentam 3 a 5 atomos
de carbono como 3-Hidroxibutirato (3HB) e 3-Hidroxivalerato (3HV)
(STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995); os PHAs de cadeia média (MCL PHA, do

inglés medium chain-length) possuem de 6-14 atomos de carbonos, sendo o
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acido 3-hidroxioctanoico um exemplo. Entre os heteropolimeros, o copolimero
P(3HB-co-3HV) incorpora em sua sintese monémeros de 3-hidroxibutirato e 3-
hidroxivalerato (STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995).

Os PHAs apresentam caracteristicas fisico-quimicas como baixo ponto de
fusao, baixa resisténcia a tracdo, comportam-se ainda como elastébmeros e séo
semicristalinos, além de apresentarem similaridades com materiais usados na
producao dos plasticos convencionais. No entanto, diferente dos plasticos, PHAs
sdo biodegradaveis e derivados de fontes renovaveis (MADISON; HUISMAN,
1999). A biodegradabilidade dos materiais de PHAs em conjunto com as
caracteristicas termoplasticas faz dos mesmos um forte atrativo para a industria
de bioplasticos. Essa é umas das aplicagdes biotecnoldgicas mais promissoras
desses biopolimeros. Uma outra propriedade importante € a biocompatibilidade,
permitindo seu uso na producgao de proteses, fibras para suturas, capsulas para
armazenamento de farmacos e diversos produtos biomédicos (CHEN, 2009;
BRIGHAM; SINSKEY, 2012; RAY; KALIA, 2017).

2.2 POLIHIDROXIBUTIRATO

O polihidroxibutirato (PHB) é o PHA mais utilizado e estudado. Consiste
em um poliéster alifatico resultante da polimerizagdo do acido (R)-3-
hidroxibutirato, e se apresenta na forma de granulos em uma estrutura compacta
(COBNTBEKT; MABCHESSAULT, 1972). A biossintese de PHB ocorre a partir
de acetil-CoA em trés passos: 2 moléculas de acetil-CoA sdo condensadas a
acetoacetil-CoA, catalisado pela enzima [3-cetoacil-CoA tiolase, acetoacetil-CoA
€ reduzido a 3-hidroxibutiril-CoA com consumo de NADPH pela enzima
Acetoacetil-CoA redutase e em sequéncia a PHB sintase (PhaC) polimeriza 3-
hidroxibutiril-CoA formando PHB (Figura 2A), (LEE, 1996).

O granulo de PHB formado (nativo) é recoberto por diferentes proteinas
(PGAPs - PHB granule associated proteins) sendo a majoritaria a fasina (PhaP)
que tem a fungdo de evitar a coalescéncia do granulo. As fasinas apresentam
um dominio hidrofébico que se liga a superficie do polimero e um dominio
hidrofilico exposto ao citoplasma (WIECZOREK et al., 1995; POTTER; MULLER,;
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STEINBUCHEL, 2005). Outras PGAPs correspondem a proteinas envolvidas no
metabolismo de PHB, como PHB sintase e PHB depolimerase, além de outras
cuja funcdo na associacdo com o granulo nado é clara (JENDROSSEK;
PFEIFFER, 2014; BRESAN et al., 2016).
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FIGURA 2 — VIA METABOLICA DE SINTESE DE PHB E ESTRUTURA DOS GRANULOS

Acima em (A) via metabdlica classica de sintese e degradagéo de PHB em bactérias, essa via
foi descrita em R. eutropha H16 e é usada como modelo em estudos do metabolismo de
polihidroxibutirato em outros organismos. Na cor azul, a esquerda, estdo descritos os
subprodutos das reagdes enzimaticas e a direita em vermelho as enzimas e as respectivas siglas.
Em (B) imagem de microscopia eletronica de trasmisséo de R. eutropha H16 contendo granulos
de PHB dentro da célula. Em (C) esquema ilustrando o modelo dos granulos de PHB nativo
associado a proteinas.

Fonte: (A), Modificado de LEE (1996); (B), TIAN (2005) e (C), (BRESAN et al., 2016).
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A sintese de PHB e o subsequente armazenamento em estruturas
granulares € determinado por condi¢gbes nutricionais especificas do ambiente,
principalmente a disponibilidade de fontes de carbono e auséncia de um
determinado nutriente, sendo que limitagao de fosfato, nitrogénio ou oxigénio séo
fatores importantes que privilegiam a sintese e o acumulo de PHB (BYROM,
1987).

O PHB acumulado funciona como estoque de carbono e potencial redutor
na forma de elétrons, incorporado nas reagdes redox dos compostos
intermediarios usados na sintese do polimero. Essa reserva energética parece
ter uma ampla importancia biolégica e tém sido relacionada a adaptagdes e
capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos frente a condigbes ambientais
desfavoraveis (JAMES et al., 1999; OBRUCA et al., 2016). Nessas situacdes os
microrganismos degradam o polimero acumulado viabilizando o fluxo de carbono
e energia para o metabolismo. Estirpes bacterianas de importancia elevada em
termos econdbmicos, como as fixadoras de nitrogénio, mobilizam o PHB para
sobreviver quando as variagdes fisico-quimicas do solo sao adversas
(KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003) ou ainda manter energeticamente a
fixagcdo de nitrogénio usando apenas o polimero previamente acumulado (TAL;
OKON, 1985). Resultados recentes indicam que a capacidade de mobilizar o
PHB acumulado é importante no papel desempenhado por esses organismos na

promogao do crescimento vegetal (ALVES et al., 2019).

Assim como os demais PHAs, o PHB possui significativa importancia
biotecnoldgica e, em funcdo da biodegradabilidade, vem sendo usado como
precursor na producédo de bioplasticos. O PHB apresenta similaridade com o
polipropileno, obtido a partir de combustiveis fosseis e usado na producéao do
plastico convencional (MADISON; HUISMAN, 1999). Essa € uma das principais
motivagdes no estudo de bactérias capazes de sintetizar PHB e tem motivado
muitos pesquisadores a estudar esses microrganismos. Mais recentemente a
construcéo de estirpes bacterianas engenheiradas para a produgéo do polimero
ou mesmo a sua sintese em sistemas heter6logos como Escherichia coli e
leveduras como Saccharomyces (RAHMAN et al., 2013; LIN et al., 2015;
SANDSTROM et al., 2015; DE LAS HERAS et al., 2016).
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2.3 PHB DEPOLIMERASES INTRACELULARES

A mobilizagdo do polihidroxibutirato armazenado na célula ocorre
enzimaticamente por meio de PHB depolimerases intracelulares. Essa enzimas
degradam exclusivamente o granulo endogeno no estado nativo (HANDRICK;
REINHARDT; JENDROSSEK, 2000; TOKIWA; CALABIA, 2004). As
depolimerases sio carboxilesterases e pertencem a familia das a/B-hidrolases.
Dentro dessa familia existe um grupo de proteinas que apresentam um dominio
conservado, nomeado como PHB depo C (Dominio PHB depolimerase C
terminal). Esse dominio € encontrado em proteinas que foram caracterizadas
como sendo PHB depolimerases intracelulares, conhecidas pela funcdo na
degradagdo de PHB (KNOLL et al.,, 2009). Na base de dados de familia de
proteinas — Pfam, foram agrupadas 1640 sequéncias (coédigo de acesso

PF06850) que apresentam esse dominio conservado (FINN et al., 2008).

A maioria das PHB depolimerases possuem uma triade catalitica
conservada contendo os residuos de aminoacidos serina-histidina-acido
aspartico no sitio ativo. A serina com fungao catalitica geralmente esta imersa
em uma regido conhecida como "lipase box" e fica entre os residuos de
aminoacidos conservados GxSxG (Glicina-x-Serina-x-Glicina, onde X
corresponde a qualquer aminoacido) (KNOLL et al., 2009). Apesar dessa regiao
ter sido caracterizada, nao foram encontradas sequéncias conservadas
relacionadas com a fungéo de ligagao ao substrato (PHB), uma vez que as PHB
depolimerases sdo encontradas comumente associadas aos granulos de PHB
(JENDROSSEK; HANDRICK, 2002). As PHB depolimerases sao classificadas
com relacdo ao tipo de PHB no qual atuam mobilizando, SCL PHB
depolimerases (short-chain-length PHB depolimerases) e MCL PHB
depolimerases (medium-chain-length PHB depolimerases), degradam PHB de
cadeia curta e PHB de cadeia média, respectivamente. As depolimerases que
degradam o PHB de cadeia curta comumente ndo possuem o dominio lipase box

ou a triade catalitica conservados (KNOLL et al., 2009).

Os principais estudos com PHB depolimerases intracelulares foram
realizados com Ralstonia eutropha H16. Essa estirpe contém sete genes,

nomeados phaZa1 a phaZa7 que codificam PHB depolimerases intracelulares
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dos quais apenas o produto dos genes phaZa1 e phaZaZ2 estao envolvidos com
a mobilizagao do polimero nessa bactéria de acordo com os estudos realizados
(HANDRICK; REINHARDT; JENDROSSEK, 2000; SZNAJDER; JENDROSSEK,
2014). O primeiro gene phaZ (sigla usada para os genes codificantes de PHB
depolimerases) clonado foi o gene phaZal de Ralstonia eutropha H16
(SAEGUSA et al., 2001). A analise da sequéncia de aminoacidos indicou que
apesar da similaridade com PHB depolimerases extracelulares, ndo havia a
sequéncia conservada referente a triade catalitica ou mesmo o residuo de serina
da sequéncia "lipase box" (GxSxG) (SAEGUSA et al., 2001). O gene foi clonado
e expresso em uma estirpe de Escherichia coli recombinante contendo o operon
phbCAB que codifica as enzimas envolvidas com a sintese de PHB, que permite
a produgdo de polihidroxibutirato (MADISON; HUISMAN, 1999). Os
pesquisadores observaram que o produto do gene phaZa1 degradava o PHB
nativo em oligdmeros de 3HB como principal composto (SAEGUSA et al., 2001).
Esses resultados nao foram corroborados por estudos subsequentes, no qual foi
detectado somente pequenas quantidades de 3-hidroxibutirato resultante da
degradacao de PHB por PhaZa1 (UCHINO; SAITO; JENDROSSEK, 2008). Os
estudos seguintes identificaram 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA) e crotonil-CoA
como produto da atividade da PHB depolimerase PhaZa1, sugerindo uma
possivel conexao entre o metabolismo de PHB e a via metabdlica de B-oxidacao
(EGGERS:; STEINBUCHEL, 2013). Além disso os autores sugerem que essa
enzima é capaz de mobilizar o PHB a 3HB-CoA e em seguida catalisar a

formacgao de crotonil-CoA a partir do 3-HB-CoA.

Os experimentos conduzidos com a estirpe mutante phaZa?l de R.
eutropha mostraram que um dos principais efeitos da dele¢do do gene nessa
bactéria foi um aumento no acumulo de PHB com respectiva redugao na
liberagao de 3-hidroxibutirato quando comparado com a estirpe selvagem. Além
disso analises de microscopia mostraram granulos de PHB maiores apds a fase
estacionaria de crescimento (SAEGUSA et al., 2001). Como essa estirpe
mutante ndo perdeu a capacidade de mobilizar PHB ficou implicito que outros
genes codificantes de PHB depolimerase poderiam complementar essa fungao
na bactéria. Saegusa e cols. (2002) estudando oligbmeros hidrolases, enzimas

que estao envolvidas com a hidrolise de oligbmeros de 3-hidroxibutirato de varios
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comprimentos em mondmeros de 3-Hidroxibutirato, identificaram uma nova
depolimerase em R. eutropha que foi nomeada como PhaZa2 (HARUHISA;
MARI; TERUMI, 2002). Essa enzima apresentava maior versatilidade quando
comparada com PhaZa1, sendo capaz de hidrolisar PHB em 3HB e dimeros,
trimeros, tetrameros e pentameros de 3HB eficientemente. Ensaios de
imunohistoquimica indicaram que a proteina PhaZa2 estava presente tanto no
granulo quanto na fragcédo citoplasmatica de E. coli recombinante, enquanto
PhaZa1 foi encontrada apenas associada aos granulos de PHB (SAEGUSA et
al., 2001; KOBAYASHI et al., 2003).

Alguns estudos de transcriptoma realizados com R. eufropha trouxeram
contribui¢cdes significativas para o entendimento do padréo de expressédo dos
genes do metabolismo de PHAs em diferentes fases do crescimento e em
condigdes de acumulo de PHB. Com relagao a expressao de PHB depolimerases
foi observado que o gene phaZa1 é expresso constitutivamente enquanto os
genes codificantes de phaZa2 e phaZa3 eram regulados, sendo expressos
somente apos a fase exponencial do crescimento (LAWRENCE et al., 2005;
PEPLINSKI et al., 2010). Esse padrao de expressao confirmou alguns resultados
obtidos com o mutante do gene phaZa1 (AphaZat), onde a mobilizagao de PHB
via PhaZa2 ocorreu em fases mais tardia do crescimento, possivelmente em
condigdes de escassez de fontes de carbono (YORK et al., 2003). Duas questdes
podem ser levantadas a partir dessas observagdées: Como ocorre a regulagao
desses genes? E como a expressao constitutiva de uma depolimerase n&o

resulta em um “ciclo futil” de sintese e degradagao simultanea de PHB?

Apesar da regulagao transcricional dos genes que codificam para PHB
depolimerases ser pouco conhecida, estudos em organismos como Rhodobacter
sphaeroides e Paracoccus denitrificans sugerem a participagdo da proteina
regulatoria PhaR. Esta proteina atua como repressora na transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo de PHB, incluindo aqueles que codificam para
fasinas e também pode regular a transcricdo de phaZ (MAEHARA et al., 2001;
POTTER et al., 2002; CHOU; YANG, 2010).

A proteina PhaR é capaz de ligar-se a sequéncias de DNA conservadas,

ricas em bases TGC na regido promotora de genes relacionados ao metabolismo
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de PHB, mas também pode ser encontrada associada aos granulos de PHB.
Desse modo, foi proposto que a proteina PhaR atuaria como um repressor da
expressao de genes do metabolismo de PHB mantendo-se ligada a regiao
promotora e, quando a sintese do polimero é favorecida, PhaR € deslocada do
DNA para o granulo de PHB, permitindo assim a expressdo desses genes
(MAEHARA et al., 2002). A possibilidade de que PhaR possa atuar como
repressor transcricional das depolimerases foi hipotetizado por Maehara e cols.
(2002) e confirmado em Rhodobacter sphaeroides (CHOU et al., 2009).

A observacao de que algumas PHB depolimerases intracelulares eram
expressas constitutivamente levou os pesquisadores a explicarem possiveis
mecanismos de regulagao pés-traducional no controle da degradacao de PHB,
no entanto, ainda ndo é claro como esse mecanismo ocorre. Existem evidéncias
de que PhaZa1 de R. eutropha é fosforilada em diferentes residuos de
aminoacidos dependendo da fase de crescimento celular (JUENGERT;
PATTERSON; JENDROSSEK, 2018). Foi mostrado que o residuo de serina 35
(Ser35) encontra-se fosforilado nas fases exponencial e estacionaria do
crescimento, enquanto os residuos de treonina (Thr26 e Thr28) encontram-se
fosforilados apenas na fase estacionaria; adicionalmente foi observado que
mutagdes pontuais nesses sitios afetam a mobilizacdo de PHB por essa enzima
(JUENGERT; PATTERSON; JENDROSSEK, 2018).

2.4 METABOLISMO DE PHB EM Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma B-proteobactéria diazotrofica gram-
negativa com tamanho entre 0,6 a 0,7 ym; possui morfologia vibridéide em forma
de bastonete; € uma bactéria endofitica que pode associar-se com gramineas
de interesse comercial (BALDANI et al, 1986). O genoma desta bactéria foi
sequenciado e anotado (PEDROSA et al, 2011; GenBank: CP002039).

Esta bactéria € capaz de produzir uma grande quantidade de PHB
(chegando a 36% do peso seco) e também pode produzir o copolimero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV) (CATALAN et al., 2007).
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A analise do genoma de H. seropedicae indicou a presenca de 13 genes
relacionados ao metabolismo de polihidroxibutirato, (Tabela 1) (KADOWAKI et
al., 2011; PEDROSA et al., 2011).

Os genes phaA1 e phaAZ2 codificam as enzimas B-cetoacil-CoA tiolase 1
e [B-cetoacil-CoA tiolase 2, respectivamente. A enzima [B-cetoacil-CoA tiolase
catalisa uma reacao de condensacgao usando como substrato duas moléculas de
acetil-CoA formando o produto acetoacetil-coA. Essa molécula é o substrato da
reagdo seguinte na qual acetoacetil-CoA é reduzido a 3-hidroxibutiril-CoA em
uma reacgao catalisada pela enzima PhaB, dois genes estdo presentes no

genoma phaB1 e phaB2.

A terceira reagcdo da via envolve a polimerizagdo de mondémeros de 3-
hidroxibutirato em granulos de PHB. Ha trés genes codificantes de PHB sintases
no genoma de Herbaspirillum seropedicae SmR1 — phaC1, phaC2 e phaC3. Em
Ralstonia eutropha os genes envolvidos com a sintese de PHB fazem parte de
um operon (operon phbCAB) (MADISON; HUISMAN, 1999), essa organizagao
nao ocorre em Herbaspirillum seropedicae, visto que ha maior proximidade
genbmica entre os genes phaC1, phaB1 e phaR, contudo estruturalmente n&o

formam um operon (Figura 3).

A analise através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos
deduzidas a partir da sequéncia de nucleotideos desses genes mostraram que
estas possuem residuos de aminoacidos conservados relacionados as PHB
sintases, assim como a ftriade catalitica e os dominios a/f hidrolase
caracteristicos das PHB sintases, no entanto a sintese de PHB ocorre somente
se o gene phaC1 estiver presente. Uma analise filogenética realizada com as
sequéncias de aminoacidos desses genes mostrou que essas proteinas
possuem diferengas sutis e estdo agrupadas em diferentes clados, enquanto
PhaC1 de H. seropedicae estd agrupada no mesmo clado de PhaC1 de
Ralstonia eutropha, PhaC2 e PhaC3 sdo mais similares com as PHB sintases 2
e 5 de Bradyrhizobium japonicum USD110, respectivamente e ha evidéncias que
essas proteinas n&o sintetizam PHB (QUELAS et al., 2013; BATISTA; MULLER-

SANTOS, 2016). Adicionalmente PhaC1 encontra-se associada aos granulos de
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PHB representando cerca de 12% das proteinas aderidas aos granulos de PHB
em H. seropedicae SmR1 (TIRAPELLE et al., 2013).

O processo de polimerizagao do PHB esta intimamente relacionado com
a cobertura dos granulos pelas fasinas. Essas proteinas estdo envolvidas
também com a estabilidade e quantidade dos granulos na célula (POTTER et al.,
2002). Ha dois genes codificantes para proteinas com essa fungdo em
Herbaspirillum. O gene phaP1 (HSERO_RS08150) codifica a principal fasina,
cuja delecéo resulta na desrepressao do gene phaP2 compensando a auséncia
de phaP1. Como consequéncia a bactéria mantém a capacidade de acumular
PHB, contudo ha uma reducido de aproximadamente 50% na quantidade de
polimero acumulado. A delegdo dos dois genes, (estirpe AphaP1AphaP2) tem
como consequéncia incapacidade de formar os granulos (ALVES et al., 2016),
além disso ha uma reducao significativa no crescimento bacteriano. Um terceiro
gene identificado como codificante de fasina (HSERO _RS12005) foi descartado
por haver muita divergéncia na similaridade de sequéncia e fungdo quando
comparado as fasinas PhaP1 e PhaP2 (ALVES et al., 2016).

TABELA 1 — GENES ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO DE PHB EM Herbaspirillum
seropedicae SMR1

Gene Nome Locus tag Tamanho (bp)
phaA1 B-cetoacil-CoA thiolase 1 HSERO_RS01265 1197
phaA2 B-cetoacil-CoA thiolase 2 HSERO_RS01180 1176
phaB1 Acetoacetil-CoA redutase 2 HSERO_RS15035 741
phaB2 Acetoacetil-CoA redutase 2 HSERO_RS16605 762
phaC1 PHB sintase 1 HSERO_RS15040 1767
phaC2 PHB sintase 2 HSERO_RS12020 1773
phaC3 PHB sintase 3 HSERO_RS01310 1131
phaR repressor transcricional HSERO_RS15030 567
phaP1 fasina 1 HSERO_RS08150 564
phaP2 fasina 2 HSERO_RS23810 570
phaZ1 PHB depolimerase 1 HSERO_RS08080 1236
phaZ2 PHB depolimerase 2 HSERO RS03195 1227

Fonte: O autor.



29

GENE 0237 0238 phaA2 0240 fadB phaAl 0257 3314 phaB2 3316 phaR  phaBl  phaCl
POSICAO | | | l | | | |
GENO&III-\ICA 242.567 246.788 263.975 268.507 3.800.558 3.803.726 3.411.979 3.415.628
moeA phaP1 phaP2 nth fdx phaZi 1623 trxB os.&s phaz2 0640
1.860.243 1.861.720 5.456.102 5.458.368 1.845.024 1.849.116  698.445 703.519
dksA phaC2  fabl 2407 ptA ackA phaC3
2.732.028 2.736.407  276.107 279.383

FIGURA 3 — GENES ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO DE PHB EM H. seropedicae

Os genes coloridos estdo envolvidos com o metabolismo de PHB, os genes adjacentes sado
apresentados em cinza escuro. As setas indicam o sentido de transcricdo do gene (indicados
pelos nomes ou locus tag). Os numeros abaixo das setas indicam a posi¢do no genoma (acesso
GenBank CP002039).

Fonte: Adaptado de BATISTA et al., 2017.

Dois genes foram identificados e anotados como PHB depolimerases: o
gene phaZ1 (HSERO_RS08080) possui 1236 pares de base e codifica uma
proteina de 46,6 kDa, e foi encontrada associada aos granulos de PHB na célula.
O segundo gene identificado foi nomeado como phaZ2 (HSERO_RS03195),
possui 1227 pares de base e codifica uma proteina de 45,5 kDa (TIRAPELLE et
al., 2013).

A delegao dos dois genes que codificam as PHBdepolimerases tem um
efeito significativo na capacidade de Herbaspirillum promover o crescimento
vegetal em Setaria viridis (ALVES et al., 2019), além disso os genes phaZ1 e
phaZ2 sao expressos durante a colonizagdo da planta, sugerindo que esses
genes desempenham um papel importante no processo de interagdo planta-
bacteria. Os genes phaZs tiveram expressao diferencial em outros estudos de
interacao planta-bactéria (BALSANELLI et al., 2016; PANKIEVICZ et al., 2016).

Apesar desses resultados ainda nao ha estudos sobre os efeitos da

delegao das depolimerases na mobilizagao de PHB, além disso ndo se sabe os
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mecanismos subjacentes a regulagédo da expressao desses genes. Esses foram

os principais fatores que motivaram esse estudo.

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os polimeros de PHAs, dentre eles o PHB, sdao atualmente uma das
principais alternativas aos materiais produzidos a partir dos plasticos
convencionais, que vem causando muitos problemas ambientais (COZAR et al.,
2014). Esses materiais tém como propriedades inovadoras a biodegradabilidade
e origem a partir de recursos naturais renovaveis. No entanto a aplicagéo
industrial desses biopolimeros € bastante restrita, tendo como uma das
principais limitagdes o elevado custo de produg¢ao (CHEN, 2009). Recentemente
esses biopolimeros vem ganhando atengdo por seu papel fisioldgico, pois
aumentam a resisténcia a diversos tipos de condigcdes ambientais desfavoraveis
nos organismos que o produzem (LOPEZ et al., 2015). Desse modo as
investigacbes que levem a novas descobertas sobre a funcdo do PHB nos
microrganismos, assim como a construcao de estirpes que sintetizem grandes
quantidades do polimero para aplicagdes biotecnolégicas s&o motivagdes que

direcionam as pesquisas com PHAs.

Esse projeto tem como objetivo avaliar o papel das PHB depolimerases na
bactéria diazotrofica Herbaspirillum seropedicae.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar o perfil de crescimento das estirpes de H. seropedicae
AphaZ1, AphaZ2 e AphaZ12.
e Quantificar PHB por citometria de fluxo nos mutantes AphaZ1, AphaZ2
e AphaZ12.
e Analisar a expressdo dos genes phaZ1 e phaZ2 utilizando fusdes

plasmidiais.
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4 MATERIAIS E METODOS

As estirpes mutantes dos genes phaZ1 e phaZ2 analisadas nesse projeto
foram construidas por ALVES et al., 2019 e cedidas pelo Professor Dr. Marcelo
Muller-Santos. Os experimentos desse projeto foram realizados no Nucleo de
Fixagdo Biolégica de Nitrogénio, Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular da Universidade Federal do Parana.
4.1 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido LB (Tabela 2) a 37
°C sob agitagao orbital constante de 120 rpm e em meio sélido LA (LB com 15
g/L de agar) (SAMBROOK et al.,1989). Para os ensaios de expressao génica as
estirpes de E. coli foram cultivadas em meio Minimo M9 (Tabela 3). As células

de E. coli foram estocadas a -20 °C em glicerol 50%.

TABELA 2 - MEIO LB

Composicdo Concentragdo
Extrato de levedura 54g/L

Triptona 10 g/L

NaCl 10 g/L

pH 7

TABELA 3 — COMPOSICAO MEIO MINIMO M9

Composicao Concentragao
Na2HPO4 10 g/L

KH2PO4 54g/L

NaCl 2,5g/L
Glucose 20% 20 mi/L
MgSO4 1 M 2 ml/L

CaCl21 M 0,1 ml/L
NH4CI 10 ou 1 mM

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas a 30 °C sob agitagcéo
orbital de 120 rpom em meio Nfb-malato (KLASSEN et al., 1999) utilizando malato
(37 mmol/L) como fonte de carbono, NH4Cl 20 mmol/L como fonte de nitrogénio,
solugado de fosfatos (K2HPOs (17,8 g/L) e KH2PO4 (159,5 g/L) e antibidtico



32

adequado. Os experimentos em baixas concentragbes de nitrogénio foram
realizados com meio Nfb-malato usando NH4Cl na concentracdo de 2 mmol/L. A
composi¢cao do meio NFb-malato esta indicado na Tabela 4. Para preparo de

meio solido adicionou-se agar (15 g/L) ao meio liquido Nfb-malato.

TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO NFB-MALATO

Composicao Concentragao
MgSQO4.7H20 2,0x 10" g/L
NaCl 1,0x 10" g/L
CaClz 2,0x 102 g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeS04.7H20 2,0x 102 g/L
Acido malico 5,0 g/L
Biotina 1,0 x 10 g/L
NaMo04.2H20 2,0x 103 g/L
MnS0O4.H20 2,35x 108 g/L
H3BOs3 2,8x 103 g/L
CuS04.5H20 8,0 x 10° g/L
ZnS04.7H20 2,4 x10*g/L
pH 6,5

4.1.1 Antibioticos

Para os cultivos realizados com H. seropedicae foram utilizados os
antibidticos estreptomicina para estirpe selvagem e mutantes (80 pg/mL);
canamicina e estreptomicina (500 ug/mL e 80 ug/mL respectivamente) para
selecdo de estirpes que sofreram o primeiro evento de recombinagdo nos
experimentos de delecao génica. As estirpes contendo as fusées phaZ1i::lacZ e
phaZ2::lacZ foram cultivadas na presenca simultanea dos antibioticos tetraciclina

e estreptomicina (10 ug/mL e 80 pg/mL, respectivamente).

As estirpes de E. coli foram cultivadas na presenca de antibidticos
selecionados de acordo com a resisténcia conferida pelo plasmideo: Ampicilina
10 pg/mL (vetores pTZ57RT e pCR2.1), canamicina 50 ug/mL (vetor
pK18mobsacB e estirpe NT8000), tetraciclina 10 ug/mL (vetores pPW452,
pMP220).
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4.2 ESTIRPES BACTERIANAS E PLASMIDEOS

As estirpes bacterianas de Escherichia coli e Herbaspirillum seropedicae
utilizadas estao descritas na Tabela 5, assim como as caracteristicas genéticas

relevantes.

TABELA 5 - LISTA DE ESTIRPES BACTERIANAS

Estirpes Caracteristicas Referéncias
Escherichia coli

Top 10 Estirpe de clonagem INVITROGEN

S17-1 Estirpe conjugante/SmR Tra+ SIMON et al., 1983
ET8000 rbs lacZ::1IS1 gyr A hutC¢ (estirpe salvagem) MACNEIL et al., 1982
NT8000 rbs lacZ::IS1 gyr A hutC° ntrC10::Tn5 REYES-RAMIREZ;

LITTLE; DIXON, 2001

H. seropedicae

SmR1 Estirpe parental, SmR, Nif+ SOUZA et al., 2000
AphaZ1 Delecdo cromossémica do gene phaZ1 ALVES et al., 2019
AphaZ2 Delecao cromossémica do gene phaZ2 ALVES et al., 2019
AphaZ1.2 Delecdo cromossémica dos genes phaZ1 e ALVESetal., 2019
haz2
AphaC1 pDeIegéo cromossoémica do gene phaC1 TIRAPELLE et al., 2013
AphaC1AphaR Delecdo cromossOmica dos genes phaC1 e Esse projeto
phaR

Os plasmideos utilizados neste projeto estdo descritos na Tabela 6 e
foram utilizados em ensaios de expressdo, delecdo génica ou etapas de

subclonagem.
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TABELA 6 — LISTA DE PLASMIDEOS

Plasmideos Caracteristicas Referéncias
pTZ57R AmpR, a-complementagao (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)
pCR2.1A/T AmpR, a-complementagéo INVITROGEN
pMP220 TcR, vetor com o gene lacZ sem SPAINK et al, 1987

promotor.(apresenta sitio de
policlonagem em orientagao inversa

ao pPW452)

pPW452 TcR, vetor com o gene lacZ sem WOODLEY; BUCK;
promotor. KENNEDY, 1996

pK18-AphaR Vetor pK18-mobsacB contendo a TEIXEIRA, 2015
sequéncia usada na delecéo do gene
phaR

pTMPZ1 Regido promotora do gene phaZ1 MOTA, 2017
clonado no vetor pTZ57RT

pTMPZ2 Regido promotora do gene phaZ2 MOTA, 2017
clonado no vetor pTZ57RT

pTMPZ2N1 Regido promotora do gene phaZ2 Esse projeto
com suposto sitio de ligagao a NtrC

pTMPZ2N2 Regido promotora do gene phaZ2 Esse projeto
com 509 bp

pPWPZ1 phaZi::lacZ MOTA, 2017

pPWPZ2 phaZz2::lacZ (RP1)* MOTA, 2017

pMPZ2N1 phaZ2::lacZ (RP2)* Esse projeto

pMPZ2N2 phaZ2::lacZ (RP3)* Esse projeto

Fonte: O autor.

Nota: * RP1, RP2 e RP3 estao ilustrados na Figura 11A.

4.3 PREPARAGCAO DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES E
TRANSFORMACAO BACTERIANA

As células de E. coli quimiocompetentes foram preparadas de acordo com
a metodologia de Chan (CHAN et al., 2013) e estocadas em aliquotas de 100 uL
em tubos tipo Eppendorf estéreis a -80 °C. Para transformacao bacteriana,
utilizou-se 3 uL de amostra de DNA com concentracdo de 25 ng/uL que foi
misturado com a suspensao de células quimiocompetentes e incubado por 30
minutos em gelo, seguido de incubagao por 60 segundos a 42°C e resfriamento
por 2 minutos em gelo. Em seguida, 900 uL de meio LB foram adicionados e a
suspensao incubada por 60 minutos em estufa a 37 °C para recuperacao das
células. Apds, as células foram plaqueadas em meio LA contendo os antibioticos
necessarios para a selecido das bactérias transformantes e incubadas em estufa
37 °C por 12 horas.
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4.4 TECNICAS DE MANIPULAGCAO DE DNA

4.4.1 Extracdo de DNA gendmico, minipreparagao de plasmideos, purificagdo

de DNA a partir de gel de agarose e quantificagdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada de acordo a metodologia
proposta por STIRLING (2003). Os plasmideos bacterianos foram extraidos pelo
método de lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e analisados por eletroforese
em gel de agarose 1% com tampao TAE 1X (Tris-acetato 40 mmol/L e EDTA
1mmol/L pH 8,3) (SAMBROOK et al., 1989). A extracdo de DNA do gel de
agarose foi efetuada com o kit Silica Bead DNA Gel Extraction (FERMENTAS).
O DNA foi quantificado utilizando o espectrofotémetro NanoDrop™ 2000
(THERMO SCIENTIFIC).

4.4.2 PCR (Reacado em Cadeia da Polimerase)

Reacdes de amplificacdo de DNA (PCR) foram realizadas utilizando DNA
gendmico, DNA plasmidial purificado ou col6nias bacterianas como molde. O
sistema de reacdo, com volume final de 20 uL continha 1-4 ng/mL de DNA
plasmidial, 0,5 pmol/pL de cada oligonucleotideo iniciador ("primer"), 0,2 mmol/L
de dNTPs, tampao de reagao X7 (NOGRHOLM, 2010), 2,5 mmol/L de MgCl2z e 0,2
ML de PfuX7 DNA Polimerase (NGRHOLM, 2010) ou Tag DNA polimerase. A
amplificagao 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-
120 segundos a 72 °C para extensao. Os “primers” utilizados nas reagdes de

PCR estao descritos na na Tabela 7.
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TABELA 7 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Primers Sequéncias (5’->3’) Sitios Referéncias

de restrigao

Pr. phaz1_For GCGACATCAACACCTATCCG Setl MOTA, 2017
Pr. phaZz1_Rev CTGCAGTCGGGTTCAGAAACG Pstl MOTA, 2017
Pr. phaz2_For CGATGTCTTCCTCGAAGGAG - MOTA, 2017
Pr. phaZz2_Rev CTGCAGTAGTTCTGGTAGAGC Pstl MOTA, 2017
Fw_Up_phaZ1 TCGGATCCCAAGCAACTGAAGGTGAT BamHI ALVES et al., 2019
Rev_Down_phaZ1 TCTCTAGATGCTGATGCAATCGACCGGG Xbal ALVES et al., 2019
Fw_Up_phaz2 TCGGATCCCCATACCAGTAC BamHI ALVES et al., 2019
Rev_Down_phaZz2 TTCTGCAGTGAATTCGGTGGTCTTCT Pstl ALVES et al., 2019
FO_phaz2 GGGGCGGATTTCGTTGAGA - ALVES et al., 2019
phaZ2GSTF GAATTCATCCCTACCTATCAGCTCT EcoRI Esse projeto
Phaz2GSTR AAGCTTCTTGCTGGCCCTAC Hindlll Esse projeto
phaZz2_Promo_Rev TACTGCAGGGAACGCCGCCTCTGGAT Pstl Esse projeto
pmpfor GCTCACCCCAAAAATGGCA - WASSEM, R.
laczrev GCAAGGCGATTAAGTTGGGT - WASSEM, R.
M13F CAGGAAACAGCTATGAC - THERMO
SCIENTIFIC
M13R GTAAAACGACGGCCAGT - THERMO
SCIENTIFIC
FO_phbF 5-GGTTTCGGTCGCATCATCAA-3" - TEIXEIRA, 2015
RO_phbF 5"-CTTCATCGGACTTGACCAGG-3" - TEIXEIRA, 2015

As bases indicadas em negrito correspondem a sitios de restricdo introduzidos nas sequéncias
para reconhecimento das enzimas de restricao indicadas.

4.4.3 Reacgoes de ligagdo de DNA

As reagoes de ligagdo com 10 pL de volume final continham: 3 L de DNA
inserto (concentracdes ajustadas para 100 ng/uL), 2 yL de vetor (25 ng/uL), 1 pL
de T4 DNA ligase (200 U/uL) e 1 pyL de tampao T4 DNA ligase (concentragcao
final 1X). A reacao de ligacéo foi incubada em sala climatizada a 16°C por 12
horas. A reacao foi transformada em E. coli estirpe TOP10 quimiocompetente e
a selegdao dos plasmideos recombinantes foi feita apdés o crescimento das
colbnias em meio LA contendo 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-
galactopiranosideo (X-gal). Os plasmideos recombinantes foram confirmados

por restricao e sequenciamento.
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4.4.4 Sequenciamento de DNA

Os plasmideos recombinantes foram sequenciados para confirmagao da
identidade dos insertos com os “primers” M13F e M13R. A reacédo de
sequenciamento foi realizada com os oligonucleotideos M13F e M13R (Tabela
7) e kit de sequenciamento BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(THERMO SCIENTIFIC), apds amplificacdo a reacado foi analizada no
equipamento 3500xL Genetic Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS).

4.5 Clonagem das regides promotoras do gene phaZ2 de H. seropedicae

A regiao promotora do gene phaZ2 contendo 509 bp a montante mais 38
bp a jusante do cédon de inicio de traducao (547 bp no total) foi amplificada
utilizando os "primers" FO _phaZ2 e Pr. phaZ2 Rev e clonada no vetor
pCR2.1A/T gerando o plasmideo pTMPZ2N1. Esse plasmideo foi digerido com
as enzimas EcoRI/Pstl, liberando o fragmento correspondente a regido
promotora. Esse fragmento foi purificado do gel e clonado no vetor pMP220
(SPAINK et al., 1987) originando o vetor pMPZ2N1.

Uma outra sequéncia da regido promotora do gene phaZ2 foi obtida apods
amplificagdo por PCR usando os oligonucleotideos iniciadores FO_phaZ2 e
phaZ2_Promo_Rev, essa sequéncia contém 509 bp a montante do cédon de
inicio de tradugcdo e também foi clonada no vetor pCR2.1A/T gerando o
plasmideo pTMPZ2N2, da mesma forma que a sequéncia promotora anterior,

esta também foi clonada no vetor pMP220 originando o vetor pMPZ2N2.
4.6 CONJUGACAO BACTERIANA

Os plasmideos pPW452 contendo as fusbes phaZi:lacZ e phaZ2::lacZ
foram transferidos paras as estirpes de H. seropedicae, através de conjugacgao
bacteriana. A estirpe conjugante de E. coli S17-1 (SIMON et al.,, 1983)
quimiocompetente 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-malato e LB,
respectivamente, suplementados com os antibioticos necessarios a selegcéo. No

dia da conjugacao, as culturas saturadas foram novamente inoculadas nos
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meios de cultura adequados, sem antibiético. Um volume de 75 uL das estirpes
de H. seropedicae (receptora) foram inoculadas em 2,5 mL de NFb-malato, 3
horas antes do indculo da estirpe S17.1. Sendo que para essa estirpe (doadora)
foi inoculado 25 pL da cultura crescida durante a noite em 2 mL de meio LB. Os
tempos de cultivo, para a conjugagéao, das estirpes de H. seropedicae (receptora)
e E. coli (doadora) foram de aproximadamente 6 e 3 horas, respectivamente, nas
condigdes ideais de crescimento. Posteriormente foram realizadas misturas da
cultura de H. seropedicae com a cultura de E. coli em duas propor¢oes distintas.
Em um microtubo, tipo Eppendorf, foram misturados 50 uL 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 uL da cultura de E. coli. As suspensdes de células foram
colocadas em polos distintos na placa (sem plaquear), contendo meio LA/Nfb-
malato (proporcao de 1:3) e incubadas a 30°C por 16 horas. Apds incubacgao, a
massa celular foi raspada e ressuspendida em 1 mL de meio liquido Nfb-malato
e a suspensdo plaqueada (250uL/placa) em placa com meio NFb-malato
(solucao de fosfatos, 10 yL/mL foi usado para sele¢ao de estirpes recombinantes
em experimentos de dele¢ao génica) ou Nfb-malato sélido contendo 20 mmol/L

de NH4Cl e os antibiéticos adequados.

4.7 ESTRATEGIA DE DELECAO DO GENE phaR NA ESTIRPE AphaC1 DE
H. seropedicae

A delecdo do gene phaR na estirpe AphaC1 foi realizada através da técnica
de delecado em fase. Para isso obtemos o plasmideo pK18-AphaR
(pK18mobSacB contendo o produto de delegcdo do gene phaR), cedido por
TEIXEIRA, 2015. O produto de delecao foi construido pelo autor previamente
citado, conforme descrito a seguir. Foi utilizado 2 pares de oligonucleotideos
iniciadores: O par Fw_phaR_UP (5-GAGGATCCCGTGACCGTCAACACCGTC
T-3) e Rev_phaR_UP (5°-
AGATCTCTTAGGTCGTCTCTATGCAGTAGTCATCTGAAGTCC AGTC-3). A
reacao de PCR com esse par de oligonucleotideo resultou no fragmento de 556
pb (fragmento phaR _UP). Esse fragmento contém 544 pb upstream (a montante)
ao cédon de inicio de tradugédo do gene phaR e 12 pb downstream (a jusante)

ao codon de inicio de traducdo do gene phaR. O segundo par de



39

oligonucleotideo: Fw_phaR_DOWN
(5TAGAGACGACCTAAGAGATCTATGTTCGGCACCTTCCCC-3) e
Rev_phaR_DOWN (5-GTTCTGCAGTTGCCGCGATTCATGGTGG-3") foi
utilizado para amplificagao do fragmento phaR_DOWN. O fragmento amplificado
possui 507 pb: 453 pb downstream ao codon de término de traducédo e 54 pb
upstream ao codon de término de tradugcdo de phaR. Os oligonucleotideos
Rev_phaR_UP e Fw_phaR_DOWN possuem uma sequéncia complementar de
21 bp em suas respectivas extremidades 5’. Essa regiao foi utilizada na técnica
de PCR overlapping (HECKMAN e PEASE, 2007) para jungao dos fragmentos.
Apb6s a PCR overlapping foi obtido um fragmento de 1087 bp (AphaR), que foi
entando subclonado no vetor pTZ18R, posteriormente foi excisado desse vetor
com enzimas de restricdo e clonado no vetor pK18mobSacB gerando o
plasmideo pK18-AphaR, (para mais detalhes ver TEIXEIRA, 2015; Materiais e
métodos item 4.5). Para construgdo do duplo mutante AphaC14AphaR esse
plasmideo foi transformado na estirpe S17.1 de E. coli e conjugado com a estirpe
AphaC1 de H. seropedicae. O primeiro evento de recombinacdo e a delegao
cromossomal do gene phaR foram confirmados usando o par de
oligonucleotideos FO_phbF e RO_phbF (Tabela 7), essas sequéncias anelam
115 bp upstream e 123 pb downstream da regido deletada, respectivamente. Os
fragmentos amplificados possuem 1840 pb na estirpe selvagem e 1381 pb no

mutante AphaR.

4.8 CURVAS DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE H. seropedicae

As estirpes de Herbaspirillum seropedicae, SmR1 (selvagem) e os
mutantes AphaC1, AphaZ1, AphaZ2, AphaZ12 foram cultivados a 30 °C em
meio Nfb-malato (KLASSEN et al., 1999) contendo malato (37 mmol/L) como
fonte de carbono, NH4+Cl 20 mmol/L como fonte de nitrogénio, 50 mL/L de solugéo
de fosfatos (159,5 g/L de KH2POs4 e 17,8 g/L de K2HPO4) e antibidtico
estreptomicina (80 pg/mL).

A determinagcdo do tempo de geragdo de cada estirpe foi realizado
seguindo o procedimento descrito por Miller (1972). As curvas de crescimento
foram obtidas apds crescimento das estirpes em frascos de 60 mL contendo 10

mL meio liquido Nfb-malato. Essas culturas foram utilizadas como in6culo e
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ajustando a densidade o6tica (DOeoo) no inicio do crescimento para 0,01 e
incubadas a 30 °C sob agitacdo orbital de 120 rpm. A DOsoo de cada cultura foi
monitorada ao longo de 18 horas de crescimento através de espectrofotdmetro
de microplacas Epoch (BIOTEK®) usando volume de 200 yL de cultura. Para
determinar o tempo de duplicacdo de cada estirpe, os valores de DOsoo foram
convertidos em logaritmo base 10 e plotados em fung&o do tempo (em horas). A
regido linear do grafico foi analisada e o coeficiente angular determinado. O
coeficiente angular de uma reta durante o crescimento exponencial bacteriano
designado como K, a constante de crescimento (MILLER, 1972). Esse parametro
foi utilizado para calcular o tempo de duplicacdo de acordo com o seguinte
principio, 0 aumento no numero de células (N) por unidade de tempo (t) é
proporcional ao numero de células presentes na cultura no inicio do intervalo de
tempo (No). Essa relagao é expressa pela férmula apresentada abaixo (MILLER,
1972):

Log(N) = Log (No) + Kt (1)

4.9 ENSAIOS DE B-GALACTOSIDASE

A analise de expressao dos genes phaZ1 e phaZ2 foi feita através de
fusdes plasmidiais das regides promotora com o gene /lacZ por meio do ensaio
de B-galactosidase (MILLER, 1992) seguido da determinagdo da atividade
especifica. Células de H. seropedicae transformadas com as construgdes
phaZ1::lacZ ou phaZ2::lacZ foram cultivadas em meio NFbHPmalato, contendo
tetraciclina (10 pg/mL), estreptomicina (80 ug/mL) e 20 ou 2 mM de NH4Cl a 30
°C e 120 rpm.

O sistema de reacao para medir a atividade de B-galactosidase continha
900 pL de tampéo Z, 30 pL de cloroféormio e 100 pL de cultura. O sistema de
reacao foi mantido em banho-maria a 30°C, a reacao foi iniciada com adicao de
200 pL de 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) (SIGMA) 4 mg/L e foi
interrompida com 500 pyL de Na2COs (1 mol/L). Os tubos Eppendorf contendo o
sistema de reacgéo foram centrifugados durante 10 minutos a 4 °C e entdo 200
ML do sobrenadante foi coletado para determinagcdo da absorbancia do o-

nitrofenol (ONP) formado, a 420 e 550 nm. A atividade especifica de [-
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galactosidase foi calculada apés dosagem de proteinas (BRADFORD, 1976) e
expressa em nmol de ONP formado por mg de proteina por tempo em minutos,

usando curva de calibragao com o-nitrofenol.

4.10 QUANTIFICAGAO DE PHB POR CITOMETRIA DE FLUXO

A estirpe SmR1 (selvagem) e os mutantes AphaC1, AphaZ1, AphaZ2 e
AphaZ1.2 foram cultivadas em frascos de 60 mL com 10 mL de cultura cada
(Meio Nfb-malato). As culturas para realizacdo dos ensaios estavam no inicio da

fase estacionaria de crescimento com DOesoo variando entre 1,2 e 1,4.

A quantificagdo de PHB por citometria de fluxo foi realizada segundo
procedimento descrito por Alves et al. ( 2017). Foram coletados 100 uL de cada
cultura e as células sedimentadas por centrifugagédo, durante 60 segundos a
14.100 x g. O meio de cultura foi descartado e as células ressuspendidas em
1mL de tampao TBAC (Tampao PBSA (Tabela 8) pH 7,2, com 1mM de acido
etileno-diamino-tetracético (EDTA) e 0.01% de Tween 20) contendo 50% de
etanol absoluto. Apés 1 minuto a temperatura ambiente foi adicionado vermelho
do Nilo a suspensédo de células (10 pL de uma solugdo estoque 1 mg/mL),
seguido de incubagéo por 60 segundos na auséncia de luz e centrifugacéo a
12000 rpm por 30 segundos. Apds centrifugagdo, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de tampao TBAC sem etanol e analisadas por
citometria de fluxo (BD Accuri™ C6 Flow Cytometer). Foram contabilizados
100.000 eventos para cada amostra. A mediana da intensidade de fluorescéncia
captada pelo filtro FL2-H foi considerada nas analises de quantificagéo relativa
de PHB para as estirpes avaliadas. O filtro 6tico FL2-H (BDAccuri™ C6 Flow
Cytometer) seleciona a emissao de fluorescéncia emitida entre 540 a 585 nm,
faixa de emissao de fluorescéncia para PHB corado com vermelho do Nilo
(DEGELAU et al.,1995); GREENSPAN; MAYER; FOWLER, 1985).

TABELA 8 - PBSA (SOLUGAO SALINA FOSFATO)

Composigéao Concentragao
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NacCl 137 mmol/L
KCI 2,7 mmol/L
NazHPO4 8,0 mmol/L
KH2PO4 1,4 mmol/L

4.11 ENSAIOS DE MOTILIDADE CELULAR

O teste de motilidade foi realizado em placas de petri de poliestireno
contendo 20 mL de meio NFb-malato semi-sdélido (agar 0,17%), solugao de
fosfatos e NH4Cl nas concentracées 20 e 2 mM. Para realizacdo do ensaio a
DOeo0o da cultura foi ajustada em 0,01 e 10 yL foram inoculados no centro da
placa de petri. As placas de meio semi-sélido foram mantidas em estufa a 30 °C

e os resultados registrados por meio de imagem.

4.12 ANALISES DE BIOINFORMATICA

As sequéncias das proteinas PhaZ1 (Numero de acesso (NA): ADJ63135)
e PhaZz2 (NA: ADJ62158) de H. seropedicae, assim como as sequéncias das
depolimerases de R. eutropha PhaZa1 (NA: WP_011614907) e PhaZa2 (NA:
WP_010813770) foram obtidas do banco de dados de proteinas NCBI (National
Center for Biotechnology Information). As sequéncias foram salvas no formato
fasta. O alinhamento foi realizado no programa MEGA-X (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis across computing platforms) com o algoritmo MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (KUMAR et al., 2018). Os
resultados do alinhamento foram salvos em formato fasta. Para geracdo do
arquivo de imagem (Figura 4), o resultado do alinhamento foi submetido ao
programa BoxShade (https://fembnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html);
usamos a configuragdo EPS_portrait como formato de saida do resultado do
alinhamento. Esse arquivo foi analisado no programa Adobe lllustrator® e
exportado no formato JPG. Os parametros de identidade e similaridade do
alinhamento foram calculados usando o programa SIAS (Sequences Identities

And Similarities) disponivel em <http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html|>.

A analise filogenética foi realizada com 23 sequéncias de aminoacidos de
proteinas depolimerases obtidas do banco de dados NCBI. Sendo 20 sequéncias
de diferentes espécies do género Herbaspirillum, as depolimerases PhaZa1l e

PhaZa2 de R. eutropha e como grupo externo da analise a sequéncia da
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depolimerase PhbZ1 de Azotobacter vinelandii. A analise foi realizada no
programa MEGA-X usando o método de Neighbor-Joining, com bootstrap
associado, referente a 10.000 replicatas. A distancia evolucionaria foi computada
usando o método p-distance e estdo em unidades do numero de aminoacidos

diferentes por sitios.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DE BIOINFORMATICA

A bactéria Herbaspirillum seropedicae possui dois genes que codificam
proteinas PHB depolimerases envolvidas com a mobilizacdo de
polihidroxibutirato: phaZ1 e phaZ2. PhaZ1 esta registrada na base de dados
NCBI com o numero de acesso ADJ63135 e PhaZ2 com numero de acesso
ADJ62158. As sequéncias foram extraidas da base de dados NCBI e submetidas
a base de dados Pfam (Protein Family Database) (FINN et al., 2008). Essa base
de dados identifica os dominios conservados e agrupa as proteinas de acordo
com a similaridade desses dominios em diferentes familias. De acordo com a
analise as proteinas PhaZ1 e PhaZ2 compartilham o dominio depolimerase-C
terminal, representado pela familia de PHB depolimerases intracelulares
bacterianas agrupadas sob cédigo de acesso PF06850. Essa familia de
proteinas é caracterizada por sua fungéo na mobilizagdo de PHB em oligbmeros
e mondmeros de 3-hidroxibutirato (KNOLL et al., 2009). As PHB depolimerases
de Ralstonia eutropha H16, PhaZa1 (NCBI: WP_011614907) e PhaZa2 (NCBI:
WP_010813770) também pertencem a essa familia de proteinas. Em virtude
dessa similaridade as respectivas sequéncias dessas proteinas foram utilizadas
em conjunto com as sequéncias das PHB depolimerases de H. seropedicae na

analise de alinhamento (Figura 4).
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FIGURA 4 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DE PHB
DEPOLIMERASES

As sequéncias de aminoacidos das proteinas PhaZ1 e PhaZ2 de H. seropedicae (Hsero) e das
sequéncias homologas PhaZa1 e PhaZa2 de Ralstonia eutropha H16 (R.e-H16) foram alinhadas
usando o algoritmo MUSCLE presente no software MEGA-X. Os aminoacidos idénticos nas
quatro sequéncias sao indicados em preto e aqueles similares foram destacados em cinza. O
consenso mostrado abaixo das quatro sequéncias indicam os aminoacidos similares (.) e os
idénticos com um asterisco (*).

Fonte: O autor.

A identidade entre PhaZ1 e PhaZa1 de H. seropedicae e R. eutropha,
respectivamente, € de 65% (similaridade de 77%), maior se compararmos entre
PhaZ1 e PhaZ2 46,6% e 58%, de identidade e similaridade, respectivamente.
Entre PhaZ2 e PhaZa2 a identidade é de 60% e similaridade de 69% (Tabela 9).

De acordo com a abordagem usada por Gevers e cols. (2004) duas sequéncias
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sdo consideradas homoélogas quando elas compartiiham mais que 30% de
identidade ao longo da sequéncia, confirmando portanto que as proteinas

analisadas sao homologas.

TABELA 9 - SIMILARIDADE E IDENTIDADE GLOBAL DAS PROTEINAS PhaZs

Sequéncias Identidade Similaridade
PhaZ2 Hsero 46,60% 58,07%
Phaza1 R.e-H16 65,10% 44,73% 77,04% 56,90%
PhaZa2 R.e-H16 44,96% 60,18% 56,67% 69,32%
PhaZ1 Hsero PhaZ2 Hsero | PhaZ1 Hsero PhaZ2 Hsero

Fonte: O autor.

Quando comparamos a identidade ou a similaridade entre as sequéncias
das depolimerases, observamos que os valores foram maiores entre proteinas
homologas de diferentes espécies (PhaZ1 ou PhaZ2) do que num mesmo
organismo. Isso indica ser relevante para ambas as espécies manterem a
conservagao dessas proteinas ao longo da evolugdo. Com objetivo de expandir
essa analise para o género Herbaspirillum, as sequéncias codificantes de
depolimerases em algumas espécies foram obtidas do banco de dados NCBI e
alinhadas através do algoritmo MUSCLE presente no software MEGA-X
(FELSENSTEIN, 1985; SAITOU et al., 1987; KUMAR et al., 2018). Apds a
obteng¢ao do alinhamento, o arquivo gerado foi usado para analise filogenética
(Figura 5).

Os resultados mostraram que essas proteinas se agrupam em dois clados
distintos: um com o agrupamento homdélogo das proteinas PhaZ1 e o segundo
com proteinas homologas a PhaZ2. Ambas as proteinas de R. eutropha
distribuem-se entre os clados. A presenga de duas proteinas aparentemente
com a mesma funcédo pode nao ser redudante para essas espécies, uma vez
que elas conservam os residuos de aminoacidos que levam a distincao
observada, com divisdo em dois clados. Em relacdo ao género Herbaspirillum
esses resultados indicam que essas proteinas nao surgiram através de
processos evolutivos dentro do género, por exemplo evento de duplicagcédo
génica. Possivelmente, os genes que deram origem a essas proteinas ja
estavam presentes no ancestral comum ao género, ou foram adquiridos por

transferéncia horizontal.
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FIGURA 5 - ANALISE FILOGENETICA DAS PROTEINAS PHAZ

A analise filogenética dividiu as PHB depolimerases de H. seropedicae (indicado em vermelho)
em dois clados distintos. O clado das proteinas homodlogas PhaZ1 (azul) reune as PHB
depolimerases de espécies do género Herbaspirilum com maior similaridade a proteina PhaZa1
de R. eutropha, enquanto aquelas com maior similaridade a PhaZa2 de R. eutropha sao
apresentadas em verde. A metodologia utilizada foi Neighbor-Joining. A imagem obtida
corresponde a melhor topologia com a soma total do comprimento dos ramos de 2,22 (valores
individuais em cada ramo). Os numeros brancos destacados em cinza correspondem a
porcentagem dos valores de bootstrap correspondendo a 10000 replicatas. As distancias
evolucionarias foram computadas através do método p-distance e estdo em unidades do nimero
de aminoacidos diferentes por sitios. O respectivo nimero de acesso das sequéncias esta
mostrado a esquerda do nome da espécie.

Fonte: O autor.

5.2 PERFIL DE CRESCIMENTO

Uma das analises realizadas com as estirpes mutantes foi em relagéo ao
perfil de crescimento. Para isso, as estirpes AphaC1, AphaZ1, AphaZ2, AphaZ12
e estirpe selvagem SmR1 foram cultivadas por 16 horas e as medidas de DOsoo
foram obtidas e utilizadas para avaliar se as dele¢des dos genes phaZ1 e phaZ2
afetavam o perfil de crescimento em comparagao com a estirpe selvagem SmR1
(Figura 6). O valor de absorbancia (DOseoo) foi usado para calcular a constante
de crescimento (K) e o tempo de duplicag&o das estirpes na fase exponencial do

crescimento (Tabela 10).



47

O tempo de duplicacédo da estirpe SmR1 foi de 1,3 horas (h). As estirpes
mutantes nos genes de mobilizagdo de PHB tiveram tempos de duplicagéo
ligeiramente maiores, sendo 1,4 h para AphaZ1; 1,6 h para AphaZ2 e 1,5 h para
AphaZ12. Com relagédo ao perfil de crescimento da estirpe AphaC1, deficiente
na sintese de PHB, observamos que em comparagcdo com as demais estirpes,

ela possui uma fase lag de crescimento mais longa.

Ao final da fase estacionaria de crescimento as estirpes phaZ1 e phaZ12
apresentaram densidades opticas maiores que as demais estirpes. A maior
DOsoo apresentada nao necessariamente implica em um maior nimero de
células, mas esta relacionada a maior quantidade de PHB cujos granulos
formados sao opticamente ativos e podem influenciar as leituras de absorbancia
(JENDROSSEK; HANDRICK, 2002). Esse fenbmeno foi observado em
Burkholderia thailandensis (MARTINEZ; DEZIEL, 2019).
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FIGURA 6 - PERFIL DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE H. seropedicae

O grafico (A) contém as leituras de absorbancia plotadas em fungdo do tempo. Em (B) os dados
de absorbancia foram convertidos em log base 10 e plotados em fungéo do tempo. A partir desse
grafico foram selecionados os pontos que melhor refletem a fase exponencial de crescimento,
esse pontos foram plotados novamente no gréfico (C), e para cada estirpe foi realizado regresséo
linear e extraidos os valores do coeficiente angular (K). Os valores dos coeficientes de correlagao
(R?) foram 0,98 para as estirpes AphaZ2 e AphaZ12, e 0,99 para as demais. Os pontos
representam a média + desvio padrao de triplicatas biologicas.

Fonte: O autor.
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TABELA 10 - CONSTANTE DE CRESCIMENTO (K) E TEMPO DE DUPLICAGAO EM
DIFERENTES ESTIRPES DE H. seropedicae AVALIADAS QUANTO AO PERFIL DE
CRESCIMENTO.

Estirpe Constante de Tempo de duplicagdo (h)
crescimento (k)
SmR1 0,227 1,3
AphaC1 0,183 1,6
AphaZ1 0,209 1,4
AphaZ2 0,189 1,6
AphaZ12 0,203 1,5

Fonte: O autor

5.3 QUANTIFICACAO DE PHB POR CITOMETRIA DE FLUXO

Diversas técnicas tem sido utilizadas para detectar e quantificar
polihidroxibutirato em bactérias, dos quais microscopia, cromatografia gasosa e
metodologias por fluorescéncia sdo as mais usadas (DE RIJK et al., 2005; TAN
et al., 2014; ALVES et al., 2017). A quantificacdo de PHB nas estirpes de H.
seropedicae foi realizada usando citometria de fluxo, apds as células serem
coradas com vermelho nilo utilizando metodologia descrita (ALVES et al., 2017).
O vermelho nilo interage com o granulo de PHB levando a fluorescéncia da
célula, entretanto essa interagdo nao é especifica e a interagdo com lipideos
neutros também ocorre (GREENSPAN; MAYER; FOWLER, 1985). O ensaio
realizado com o mutante AphaC71 (que nao produz PHB) e o AphaZi1 é
apresentado na Figura 7. Apesar da densidade celular coletada ser a mesma, o
perfil de fluorescéncia é diferente para as duas estirpes: menor em AphaC1, logo
a curva de fluorescéncia (Figura 7A) dessa estirpe é deslocada para a esquerda,
enquanto a estirpe que produz o polimero possui curva deslocada para a direita,
porque emite mais fluorescéncia em condicdes semelhantes de crescimento
devido a presenca de PHB. A emissao de fluorescéncia no mutante AphaC1
corresponde a ligagdo do corante a lipideos neutros (GREENSPAN; MAYER;
FOWLER, 1985) uma vez que essa estirpe ndo produz PHB (TIRAPELLE et al.,
2013). Desta forma, a fluorescéncia apresentada pela estirpe AphaC1 foi

considerado basal na analise das demais estirpes.
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FIGURA 7- QUANTIFICACAO DE PHB NOS MUTANTES AphaC1 E AphaZ1

Os graficos foram gerados pelo software BD accuri C6 plus (BD Accuri™ C6 Flow Cytometer) e
em (A) correspondem a sobreposi¢ao da fluorescéncia emitida pelas estirpes AphaC1 e AphaZ1
coradas com vermelho Nilo, DOsoo: 1,1 e 1,2 respectivamente. No eixo vertical é representado o
numero de eventos contabilizados, refere-se as células que ao serem excitadas a 488 nm
emitiram fluorescéncia em 585 nm. A fluorescéncia emitida nesse comprimento de onda foi
detectada pelo filtro 6tico FL2-H, consequentemente o eixo horizontal descreve a intensidade de
fluorescéncia em log emitida pelas estirpes. Em (B) e (C) os graficos correspondem a densidade
celular mostrando que o padrao é bastante similar.

Fonte: O autor

Os resultados obtidos com a quantificacdo de polihidroxibutirato nas
diferentes estirpes de H. seropedicae sé&o apresentados (Figura 8). Enquanto a
estirpe AphaC1, apresenta uma baixa fluorescéncia, independente da densidade
otica da cultura, a estirpe selvagem SmR1 apresenta aumento de fluorescéncia
com o aumento da DO da cultura, sugerindo aumento da quantidade de PHB e
indicando que a sintese ocorre durante a fase exponencial de crescimento e a
quantidade do polimero atinge o maximo em DOsoo: 1,0; final da fase exponencial
e inicio da fase estacionaria. Posteriormente € observada a diminuicdo da
fluorescéncia (particularmente em DO acima de 1,5), indicando a mobilizagao do
polimero. Esse resultado indica que H. seropedicae comega a acumular PHB
durante a fase exponencial de crescimento e esse acumulo é estabilizado no
inicio da fase estacionaria. Entretanto, ao final da fase estacionaria ocorre
diminuicdo da quantidade do polimero, indicando mobilizagao e atingindo niveis
de fluorescéncia semelhantes ao inicio do crescimento. Esse perfil de acumulo
e mobilizacdo de PHB é semelhante ao observado em Ralstonia eutropha H16
(HANDRICK; REINHARDT; JENDROSSEK, 2000; SAEGUSA et al., 2001).

O mutante AphaZ1 apresenta o perfil de acimulo de PHB mais acentuado,

sugerindo um maior acumulo do polimero. A diminuicdo da fluorescéncia &

1072
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observada mais tardiamente na fase estacionaria de crescimento, mas nao
chega a atingir os niveis de fluorescéncia observado no inicio do crescimento.
Esse comportamento sugere a importancia de PhaZ1 na mobilizagao de PHB e
€ reforgcado pelo comportamento apresentado pelo mutante AphaZ2 que foi
semelhante a estirpe selvagem SmR1. N&o foi observado diminuicdo da
fluorescéncia no duplo mutante AphaZ12 indicando que PHB n&o € mobilizado.
Estes resultados sugerem que PhaZ1 corresponde a principal PHB depolimerase
em H. seropedicae e que PhaZ2 também é capaz de degradar PHB mas sua
atividade é observada na fase estacionaria mais avancada, na auséncia de
PhaZ1.

O mutante do gene phaZ2 (AphaZ2) apresentou um perfil de mobilizagao
similar a estirpe selvagem, ou seja, acumulo de PHB ao longo da fase
exponencial e inicio da fase estacionaria, e a mobilizagdo ocorrendo em um
periodo tardio do crescimento, esse resultado reafirma a fungao da depolimerase
PhaZ1 na mobilizacdo de PHB em Herbaspirillum seropedicae. Por outro lado,
quando observamos a curva de fluorescéncia da estirpe AphaZ2 no gréfico
(Figura 8), notamos uma redugao na quantidade de PHB acumulado em relagao
as demais estirpes (exceto AphaC7). A principio esse resultado n&o parece ser

um efeito direto da delegao de phaZ2.
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FIGURA 8 - QUANTIFICACAO DE PHB EM DIFERENTES ESTIRPES DE H. seropedicae

Determinagao de PHB por citbmetro de fluxo conforme descrito em Material e Métodos. O grafico
corresponde a fluorescéncia apresentada por cada estirpe em relacdo a densidade otica da

cultura. Os valores correspondem a média + desvio padrao de 3 culturas independentes.

Fonte: O autor.

5.4 ANALISE DA EXPRESSAO E REGULAGAO DO GENE phaZ1

A expressado dos genes para as PHB depolimerases de Herbaspirillum
seropedicae foi avaliada através de fusdes plasmidiais da regido promotora com
0 gene reporter lacZ. Essa analise foi anteriormente apresentada por Mota
(2017). A expressao do gene phaZ1 apresentou um padrdo de expressao
constitutiva na estirpe selvagem e mostrou uma reducao significativa de

expressao quando testada na estirpe AphaC1.

A expressao da fusdo phaZ1i::lacZ foi realizada novamente nas estirpes
mutantes AphaZ1, AphaZ2 e duplo mutate AphaZ12 em culturas na fase
estacionaria de crescimento (Figura 9). Observa-se que a expressao de phaZ1
ocorre na estirpe selvagem e nos mutantes para PHB depolimerases,

essencialmente no mesmo nivel. Por outro lado, essa expressao € diminuida no
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mutante AphaC1 que n&o produz PHB, indicado que a auséncia do polimero
inibe a expressao do gene phaZi. A redugao na expressao do gene phaZ1 no
mutante AphaC1 também foi confirmado por meio de analise transcriptdmica em
relacédo a estirpe SmR1 (TEIXERA et al., 2015).

B-galactosidase

2500+ , , , ,

SmR1 {4AphaC1iAphaZ1iAphaZ2: AphaZ12
= 2000 § FT §

g £ T! 7 7} . o

RC R I /| O B
Qo vk : : :
Q 1 1 1 1
83 ! ! a !
X | | | |
<3 T N
£ 5004 : : : :
£ : : : :
0"@ T :% T : : :

FIGURA 9 - ATIVIDADE ESPECIFICA DE B-GALACTOSIDASE EM DIFERENTES ESTIRPES
DE H. seropedicae CONJUGADAS COM A FUSAO phaZ1::lacZ

Ensaio de 3-galactosidase realizado com as estirpes de H. seropedicae conjugadas com a fusao
phaZ1::lacZ e com o repoérter sem promotor — lacZ (vetor pPW452). As estirpes foram cultivadas
por 16 horas a 30 °C sob agitagdo a 120 rpm em NFbHP-malato, contendo 20 mmol/L de NH4CI
e os antibidticos tetraciclina (10ug/mL) e estreptomicina (80 ug/mL). Os dados correspondem a
média + desvio padréao de duplicatas independentes analisadas em duplicatas.

Fonte: O autor.

5.4.1 Modelo de regulagéo do gene phaZ1

O gene phaR (anteriormente denominado phbF) de Herbaspirillum
seropedicae codifica uma proteina com funcdo regulatéria dentro do
metabolismo de PHB (KADOWAKI et al., 2011). Essa proteina atua reprimindo
a expressao dos genes phaP1, phaP2 e a sua prépria expressdo na auséncia de
PHB (KADOWAKI et al., 2011; ALVES et al., 2016). Assim como ocorre em
outras bactérias, as evidéncias experimentais sugerem que PhaR tem afinidade
por sequéncias ricas em bases TGC presentes na regido promotora dos genes

do metabolismo de PHB e também para o granulo de PHB. Na presenca de PHB
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a proteina PhaR apresenta maior afinidade de ligagdo ao granulo, desligando-se
da regido promotora e, isso resulta na desrepressao dos genes (KADOWAKI et
al.,, 2011; ALVES et al., 2016; MAEHARA et al., 2002). Kadowaki et al (2011)
analisaram as sequéncias promotoras dos genes envolvidos no metabolismo de
PHB, identificando a sequéncia consenso de ligaggo de PhaR
(TGIN]JTGC[N]3GCAA).

Em Rhodobacter sphaeroides FJ1 a proteina homdloga PhaR reprime a
expressao dos genes phaP, phaZ e sua proépria expressao (CHOU et al., 2009).
Na bactéria Paracoccus denitrificans a atividade de uma proteina com as
mesmas caracteristicas também denominada PhaR apresenta a capacidade de
reprimir a expressao de phaC e phaP, com possibilidade de phaZ ser um dos

alvos de regulacao dessa proteina (MAEHARA et al., 2002).

A expressao de phaZ1 em H. seropedicae ocorre supostamente a partir
de um promotor ¢’° (sigma 70), sendo que a sequéncia consenso de ligagédo da
proteina PhaR, presente na regido promotora desse gene sobrepde o sitio g7°
(Figura 10). Esses dados, os resultados de expressdo génica via fusao
phaZ1i:lacZ (Figura 9) e analise transcriptomica, indicando reducdo na
expressao de phaZ1 no mutante AphaC1 (TEIXEIRA, 2015) apontam que o gene
phaZ1 pode ser regulado pela proteina PhaR. Essas caracteristicas permitiram
hipotetizar que a redugao na expressédo de phaZ1 no mutante AphaC1 ocorre
devido ao efeito repressor da proteina PhaR, uma vez que essa proteina pode
ligar-se a regido promotora (KADOWAKI et al., 2011). Com o objetivo de verificar
indiretamente se a proteina PhaR possui a capacidade de atuar como repressor
da expressao do gene phaZ1 construimos uma estirpe com delegcéo dos genes
phaC1 e phaR (AphaC1AphaR) e testamos a expressao da fusdo phaZ1i::lacZ
(Figura 10A).
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FIGURA 10 — ILUSTRAGAO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE phaZ1

llustragdo contendo a sequéncia promotora do gene phaZ1 usada nas analises de expressao génica.
Em verde esta indicado parte da sequéncia do gene frxB; em vermelho a sequéncia sigma 70
conservada. A sequéncia de ligagao da proteina PhaR sobrepde o sitio sigma 70 e esta presente na
fita de DNA complementar; em roxo a provavel sequéncia RBS e em azul escuro o inicio do gene phaZ1.

Fonte: O autor.

Novamente, a fusdo phaZ1::lacZ apresentou atividade de p-galactosidase
na estirpe selvagem (SmR1) nos diferentes periodos de crescimento (10 a 16
horas), enquanto foi observada baixa atividade na estirpe mutante AphaC1
(Figura 11). Na estirpe mutante AphaR, a fusdo phaZ1i::lacZ é expressa em
niveis levemente superiores aqueles observados na estirpe selvagem, sugerindo
o potencial efeito repressor da proteina PhaR. Esse resultado foi confirmado pelo
ensaio realizado no duplo mutante AphaC1AphaR, onde a atividade de j-
galactosidase é significativamente superior aquela observada na estirpe mutante
AphaC1. Ensaios de quantificacdo de PHB por fluorescéncia, no citbmetro de
fluxo, confirmaram que o duplo mutante AphaC714AphaR nao produz PHB (dados

nao apresentados).
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FIGURA 11 — ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE NOS MUTANTES AphaC1, AphaR,
AphaC1AphaR E SELVAGEM SmR1

Painel (A): Atividade especifica de B-galactosidase nas estirpes selvagem SmR1 e mutantes
AphaC1, AphaR, AphaC1AphaR conjugados com a fusdo phaZi::lacZ ou vetor pPW452 sem
promotor (lacZ). A atividade foi determinada em culturas nos tempos indicados de crescimento.
Em (B) perfil de crescimento das estirpes ao longo do experimento, as leituras foram realizadas
via espectrofotdmetro Beckman UV/VIS usando cubetas de 1 mL. As estirpes foram cultivadas
por 18 horas a 30 °C sob agitacdo a 120 rpm em NFb-malato, contendo 20 mmol/L de NH4Cl e
os antibiéticos tetraciclina (10ug/mL) e estreptomicina (80 ug/mL), DOeoo inicial de 0,01. O ensaio
de B-galactosidase foi realizado em 10, 12, 14, 16 e 18 horas apds o inicio do crescimento,
conforme indicado no eixo x (grafico A). Cada barra corresponde a média de duplicatas
independentes analisadas em duplicatas. As barras de erro correspondem ao desvio padrao
entre as analises.

Fonte: O autor.
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5.5 ESTRATEGIA PARA A MUTAGENESE DO GENE phaR DE H.
seropedicae NA ESTIRPE AphaC1

A delegao cromossomal do gene phaR de H. seropedicae foi realizado pelo
método de delegcao em fase, na estirpe AphaC1. O vetor pK18mobsacB contendo
o produto de delegédo do gene phaR (pK18-AphaR) foi construido por TEIXERA,
2015 e gentilmente cedido para construcao dessa estirpe. O produto de delecao
clonado foi confirmado por meio de reagao de restricido com as enzimas Xbal e
Pstl (Figura 12, Painel A). Apds a confirmacao, esse vetor foi transformado na
estirpe S17-1 de E. coli e conjugado com a estirpe AphaC1 de Herbaspirillum
seropedicae. Apds o crescimento as coldnias transconjugantes foram
confirmadas através de PCR de colbénias (Figura 12, Painel A). Essas colbnias
foram cultivadas por doze horas em meio liquido Nfb-malato suplementado com
20 mmol/L de NH4Cl e na auséncia de antibidticos para realizagdo do segundo
evento de recombinagao. Apds o crescimento, 100 pL da cultura foram diluidos
de forma seriada em 900 pl de solucdo de NaCl 0,9% e plaqueados em meio
Nfb-malato suplementado com 20 mmol/L de NH4Cl, 10 mL/L de solugdo de
fosfatos (159,4 g/L de KH2PO4 e 17,8 g/L de K2HPOa4), antibidtico streptomicina
(80pg/mL) e sacarose 10% (m/v). As coldnias obtidas foram usadas em reagdes
de PCR e os resultados confirmam a delegdo do gene phaR, uma vez que
obtemos uma banda de DNA no gel correspondendo a amplificagédo do produto

de delecgéao (Figura 12, painel B).
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FIGURA 12 - CONFIRMACAO DA DELECAO CROMOSSOMAL DO GENE phaR DE H.
seropedicae NA ESTIRPE AphaC1

Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE 1X. Painel (A): a direita (pK18-AphaR), na
linha 2 indicado pela seta, resultado da reagdo de restricdo com as enzimas Xbal e Pstl do
produto de delecdo do gene phaR clonado no vetor pK18mobsacB; na linha 1 somente o vetor
digerido, sem inserto. Ao lado PCR de col6nias de estirpes AphaC1 transconjugantes contendo
as bandas referente ao gene integro (seta preta) e produto de delegéo (seta vermelha).

Painel (B): Eletroforese dos produtos de PCR utilizando colénias de provaveis mutantes
(AphaC1AphaR) resultantes do segundo evento de rcombinagao do produto de delegédo do gene
phaR na estirpe AphaC1. A banda indicada com a seta corresponde a estirpe com delegéo do
gene phaR. As reagdes de PCR foram realizadas com os primers FO_phbF (5%
GGTTTCGGTCGCATCATCAA-3) e RO_phbF (5-CTTCATCGGACTTGACCAGG-3). SR —
Simples Recombinante (transconjugante); C1 a C13 correspondem as diferentes col6nias
testadas. M.M refere-se ao marcador de massa molecular de 1Kb (FERMENTAS). Os tamanhos
das bandas estdo 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).

Fonte: O autor.
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO E REGULACAO DO GENE phaZ2

A expressao do gene phaZ2 foi avaliada por MOTA (2017), identificando
uma provavel relacdo entre o metabolismo de nitrogénio e o metabolismo de
PHB, uma vez que a expressao desse gene aumentava em condigdes de cultivo
realizado em baixas concentra¢cdes de NH4Cl (2 mM). A expressdo de phaZ2
também foi detectada por meio de transcriptbma, em condigdes de interacao
planta-bactéria (PANKIEVICZ et al., 2016; BALSANELLI et al., 2016).

A dependéncia da expressao de phaZ2 pelo metabolismo de nitrogénio
ficou mais evidente apos a identificagdo de um potencial sitio 0°* (sigma 54) na
regiao promotora do gene e um suposto sitio de ligagédo da proteina NtrC (MOTA,
2017), conforme ilustrado (Figura 13). A transcricdo de genes por RNA
polimerase N (RpoN) é dependente de ativadores transcricionais (enhancers)
(DIXON; KAHN, 2004). Em H seropedicae, o gene ntrC (HSERO_RS15680)
codifica para o principal ativador transcricional de genes envolvidos na utilizagéo
de formas alternativas de nitrogénio (TWERDOCHLIB et al., 2003; CHUBATSU
et al., 2012). Além disso, foi observada uma reducao na expressao de phaZ2 no
transcriptoma do mutante ntrC (estirpe DCP286A, SmR1 contendo inser¢ao de
transposon - ntrC::Tn5-B20) de H. seropedicae (Paloma Bonato, comunicagéo

pessoal).
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sitio de
ligacdo a ntrC

Regido promotora de phaZ2

Sitiode ligagao a NtrC
< GGCTGGGCACCAGGATGGAAGAAGACAGCAGCAGGATCTCTGCCCGCGCCGACGGATCGTCCGGCG
gsT
GCACGATGTCTTCCTCGAAGGAGAGTCCGGCGAACCTGGCCATGAGCCAGCCGCGCAGGGACCACGA
Sitiode ligagao a PhaR
AGAGTAGTTCTIGCTGGTGATGCGCAAAGTCGTCTTAGGCATGTCAGTCCTTTATCTGTTTTIGTGCAGGT

TGACTTTGGGCGCGCTACCGCTTGCGCGGCGGTGTCACGTTGCCCGCCCCGTCTGCGCATCGGTGCGG

GCCAGGCCACGTTGCGGGCCTCTGTCTGCTTGCTTGCAAAGCTTGTGCCAGCTCGCGGGAACTGCGG
0-54
GTCTGCCGCCGCAGGCGGCAAGGCGGCCGCTTCCGTGGCACGACAATTGCATCCTCGACAGGACGAT
-24 -12 -
CGACAGGCGAAAAGACCATCCAGAGGCGGCGTTCCCATGATCCCTACCTATCAGCTCTACCAGAACTAC >
RBS phaz2

FIGURA 13 - ILUSTRACAO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE phazZ2

A sequéncia de DNA ilustrada abrange a regido intergénica entre os genes gsT (indicado na cor
laranja) e phaZ2 (em verde). Na sequéncia esta indicado os sitios de ligagdo das proteinas NtrC
e PhaR; um sitio sigma 54 e o provavel sitio de ligagéo ao ribossomo (roxo).

Fonte: O autor.

Desse modo os estudos anteriores sugerem que a expressao de phaZ2
estava relacionada com o metabolismo de nitrogénio, provavelmente por
ativagdo dependente de NtrC. No entanto ndo foram realizados ensaios que
comprovassem essa relacdo. Nesse estudo realizamos ensaios de expresséo
génica usando a regiao promotora do gene phaZ2 fusionado ao gene reporter
lacZ. Para estudar a expressdo desse gene foram usadas 3 sequéncias
diferentes, amplificadas a partir da regido promotora do gene phaZ2: A regiao
promotora 1 (RP1) contém 405 pares de bases (bp) € néo inclui o potencial sitio
de ligacao de NtrC mostrado na Figura 13; a regido promotora 2 (RP2) possui
547 bp e inclui o sitio de ligagado a NtrC. Posteriormente verificou-se que essa
regido continha um segundo sitio NtrC, localizado préximo ao inicio de tradug¢ao
do gene phaZ2, essa sequéncia esta envolvida com a expressao do gene gsT

que codifica uma glutationa S-transferase localizado upstream (a montante) ao
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gene phaZ2 mas com sentido de transcrigdo oposta. Assim a regido intergénica
entre gsT e phaZ2 contém duas regides promotoras aparentemente expressas
em condigdes limitantes de nitrogénio, ambas ativadas por NtrC. Com o objetivo
de eliminar um provavel efeito repressor do segundo sitio NtrC identificado,
realizamos a construgdo de uma terceira regido promotora do gene phaZ2 sem
esse sitio NtrC — Regido promotora 3 (RP3), 509 bp (Figura 14A). Desse modo,
0s ensaios de expressao génica foram realizados com essas trés sequéncias

promotoras mais os vetores contendo apenas o gene reporter lacZ.



62

sitios de
ligacdo a ntrC
.o - oo Sphl RP1 Xbal
Regides intergénicas RP2
usadas nas andlises—] F°RI® ® Pstl
de expressdo genica | Ecor RP3 Pstl

RP1: clonado no vetor pPW452 usando os sitios Sl Bt Mook, el Esoll, Bel lacZ
Sphl e Xbal ==p- phaZ2::lacZ pPW452

RP2: clonado no vetor pMP220 usando os sitios

EcoRl e Pstl ==p- phaz2::lacZ
Bglll EcoRl Kpnl Xbal Pstl Sphi I Z
RP3: clonado no vetor pMP220 usando os sitios ac
pMP220

EcoRl e Pstl=—p-phaZ2::lacZ

(B)

M.M MP220_RP2 pMP220_RP3
2 pPW452_RP1

(Kb) M.M M ”
— (Kb)
e 1 2 3 5
2,0
1,5 2,0
15
1,0
‘ 1,0
0.75 - -\ 0,75 A
0,5 0.9 :
- 0,25 g '
0,25 - - m

FIGURA 14- REGIOES INTERGENICAS USADAS NAS ANALISES DE EXPRESSAO DO GENE
phaZ2.

Painel (A): A ilustragdo apresenta um esquema das regides amplificadas e clonadas para analise
da expressdo do gene phaZ2. As regides foram clonadas nos vetores pPW452 ou pMP220
conforme indicado.

Painel (B): Eletroforese em gel de agarose 1%, em tampéao TAE 1X; a direita (pPW452_RP1)
produtos de PCR utilizando colbnias transformadas com ligagdes do promotor do gene phaZ2
clonado no vetor pPW452. A seta vermelha indica o produto obtido a partir de col6nias isoladas
(785 bp), linhas 5 e 6 contém o produto amplificado somente com o vetor sem insergéo da regiao
promotora (380 bp); primers pmpfor e laczrev. Ao lado pMP220_RP2 e pMP220_RP3
correspondem ao gel de eletroforese das reagdes de restricdo com EcoRI e Pstl usando vetor
pMP220 com supostos clones das regides promotoras 2 (pMP220_RP2) e 3 (pMP220_RP3), os
clones positivos, ou seja no qual houve inser¢ao da regido promotora estdo indicados com a seta
vermelha, os tamanhos em pares de bases das bandas indicadas sdo aproximadamente 550
(RP2) e 509 (RP3). M.M refere-se ao marcador de massa molecular de 1Kb (FERMENTAS), os
tamanhos das bandas estéo 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).

Fonte: O autor.
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As estirpes de E. coli ET8000 (selvagem) (MACNEIL et al., 1982) e o
mutante NT8000 (AntrC) (REYES-RAMIREZ; LITTLE; DIXON, 2001)
transformadas com as regides promotora do gene phaZ2 fusionadas ao gene
reporter lacZ (phaZ2::lacZ) foram cultivadas em 10 mM (+N) e 1 mM (-N) de
NH4CI. O cultivo em 1 mM de cloreto de aménio corresponde a condicado de
limitagdo de nitrogénio e, portanto, limitante ao crescimento (GYANESHWAR et
al., 2005). Nestas condigdes, a expressao de genes dependentes de NtrC deve
ocorrer (DIXON; KAHN, 2004).

Os resultados obtidos confirmaram que as estirpes ET8000 e NT8000
cultivadas em 1 mM de NH4CI (-N) tiveram perfil de crescimento similar apos 4
horas de crescimento (DOseoo inicial = 0,1). A estirpe ET8000 cultivada em 10 mM
de NH4Cl (+N) atingiu DOsoo de aproximadamente 1,0 apds 7h de crescimento,

tempo de cultivo no qual o ensaio de [3-galactosidase foi realizado (Figura 15).

Os resultados de expresséo génica foram observados somente na condigéo
-N, compativel com a ativagao dependente de NtrC e transcrigdo por meio de
0%, uma vez que as fusdes tiveram perfil de atividade de B-galactosidase
(Unidades Miller) somente na condicdo -N na estirpe selvagem. A estirpe
mutante NT8000 contendo as fusdes e cultivada em -N nao apresentou padrao
de atividade de B-galactosidase. O mesmo ocorreu com ET8000 cultivada em 10
mM de NH4CL (Figura 16). Além disso esses ensaios permitiram diferenciar a
expressdo nas trés regides promotoras de phaZ2 utilizadas, sendo que a
expressao na regiao promotora 3 (RP3) foi maior que RP1 ou RP2, esse padrao
€ condizente com a sequéncia consenso de ligagao a NtrC previamente proposta

e com o efeito repressor do segundo sitio NtrC observado nessas condi¢does.



DOggo

64

(A)
1.0 ET8000 +N e JacZ (pPW452)
- phaZ2:lacZ RP1
0.8+ —— phaZ2:lacZ RP2
—— phaZ2:lacZ RP3
g 0.6 —— JacZ (pMP220)
o
0 9.4
0.2
0.0 r . . .
0 2 4 6 8
tempo de cultivo (h)
(B) (C)
ET8000 -N
0.6 o NT8000 -N
lacZ (pPW452)
phaZ2::lacZ RP1 0.6 —— |acZ (pPW452)

phaZ2::lacZ RP2 -a- phaZ2:lacZ RP1

phaZ2:lacZRP3 g —— phaZ2:lacZ RP2
lacZ (pMP220) 8 0.4+ —— phaZ2:lacZ RP3
—— JacZ (pMP220)

RER R

0.2

T T 0.0 T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
tempo de cultivo (h) tempo de cultivo (h)

FIGURA 15 — CURVAS DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES ET8000 E NT8000

0.0

Curvas de crescimento das estirpes ET8000 (paineis A € B) e NT8000 (painel C) transformadas com as
fusdes indicadas. As células foram cultivadas na presenca de 10 mM de NH4Cl (+N) (painel A) ou 1 mM
NH4ClI (-N) (paineis B e C).

Cada barra ou ponto nos graficos corresponde a média de duplicatas independentes analisadas em
duplicatas. as barras de erro correspondem ao desvio padrao entre as analises.

Fonte: O autor.
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FIGURA 16 — ANALISE DE EXPRESSAO DO GENE phaZ?2

Andlise de expressédo do gene phaZ2, realizado nas estirpes ET8000 (selvagem) e NT8000
(antrC) transformadas com as fusdes phaZ2::lacZ (RP1, RP2 e RP3) e gene lacZ (vetor pPW452
e pMP220). A expressao das fusdes ocorreu somente na estirpe ET8000 na condicdao 1 mM de
NH4ClI (grafico D, barras azuis). Os dados correspondem a média + desvio padréo de duplicatas
biolégicas.

Cada barra ou ponto nos graficos corresponde a média de duplicatas independentes analisadas
em duplicatas. as barras de erro correspondem ao desvio padréo entre as analises.

Fonte: O autor.

5.7 MOTILIDADE

As culturas de estoque mantidas em meio Nfb-malato semi-sélido das
estirpes mutantes AphaZ1 e AphaZ12 apresentaram um fendtipo inesperado,
que consiste na incapacidade de formar pelicula. Uma caracteristica de
Herbaspirillum seropedicae crescida nessas condigdes (BALDANI et al., 1986).
A estirpe AphaZ2 apresentou padréo similar ao SmR1 (Ndo mostrado).
Adicionalmente esses mutantes cresceram apenas no ponto onde haviam sido
inoculados (Figura 17). Em H. seropedicae esse fenotipo esta associado a
auséncia de motilidade (BALSANELLI et al., 2016)
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(A) (B)

FIGURA 17 — ESTIRPES MUTANTES DE H. seropedicae AphaZ1 E AphaZ12 EM MEIO SEMI-
SOLIDO

As estirpes mutantes AphaZ1 e AphaZ12 e a selvagem SmR1 em meio Nfb-malato semi-sélido
apos 24 horas de crescimento em estufa 30 °C (A). Em (B) o espaco ocupado pelas estirpes
mutantes apos crescimento esta circundado em preto, € a seta indica o crescimento da estirpe

selvagem.

Fonte: O autor.

Em vista do observado, foi testada a motilidade do tipo "swarming" nas
estirpes AphaZ1, AphaZ2, AphaZ12 e selvagem SmR1. A estirpe AfliC de H.
seropedicae foi também utilizada como um controle de deficiéncia de motilidade
(BALSANELLI et al., 2016). A motilidade do tipo "swarming" € um movimento
bacteriano através de superficies semi-solidas influenciado por pili tipo IV e
flagelo (KEARNS, 2010) e pode ser avaliado inoculando as estirpes em placas
de petri contendo meio Nfb-malato com concentragao de agar 0,17%. As placas
foram observadas a cada 24 horas e analisadas quanto a expansao do halo de
motilidade formado no meio de cultura (Figura 18). Observou-se que a estirpe
selvagem SmR1 apds 24 horas de crescimento, comegou a ocupar o centro do
meio de cultura, e apds 48 horas ocupou toda sua extensdao. Um fendtipo
semelhante foi observado para o mutante AphaZ2. Por outro lado, o mutante
AfliC (deficiente em motilidade) ocupou somente o centro do meio de cultura
mesmo apos 72 horas de cultivo. Os mutantes AphaZ1 e AphaZ12 apresentaram
fendtipo semelhante ao mutante AfliC, indicando, portanto que a delecdo do gene

phaZ1 afeta a motilidade do tipo "swarming" em H. seropedicae.

Os dados de expressao obtidos no tdpico anterior indicaram que a

expressao de phaZ2 ocorre em condi¢cdes de baixo nitrogénio no meio, com isso
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realizamos os mesmos experimentos em presenca de 2 mM de NH4Cl com o
objetivo de verificar se 0 padrao de motilidade alterava-se na estirpe AphaZ1
(Figura 19). No entanto, isso ndo ocorreu e observamos que o padrao obtido no

cultivo em 20 mM de NH4Cl se manteve.

FIGURA 18 — ENSAIO DE MOTILIDADE DO TIPO "SWARMING" DAS ESTIRPES DE H.
seropedicae.

As estirpes indicadas foram plaqueadas no centro da placa contendo meio Nfb-malato semi-
so6lido com 20 mM de NH4Cl e incubadas por um total de 72 horas em estufa a 30 °C e os registros
obtidos a cada 24 horas conforme indicado a esquerda da imagem.

Fonte: O autor.
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FIGURA 19 — ENSAIO DE MOTILIDADE DO TIPO "SWARMING" DE ESTIRPES DE H.
seropedicae EM MEIO CONTENDO BAIXA CONCENTRAGAO DE AMONIO

As estirpes indicadas foram plaqueadas no centro da placa contendo meio Nfb-malato semi-
so6lido com 2 mM NH4CI e incubadas por um total de 72 horas em estufa a 30 °C , os registros
foram obtidos a cada 24 horas conforme indicado a esquerda da imagem.

Fonte: O autor.

A relagédo entre motilidade do tipo "swarming" e o metabolismo de PHB
ainda nao é clara. Um estudo (RABERG et al., 2008) empregando analise
proteOmica realizado com Ralstonia eutropha H16 mostrou que a estirpe
selvagem apresenta flagelos em condi¢gdes que permitem o acumulo de PHB,
mas perdem os flagelos quando a degradacao de PHB ¢é induzida, durante a fase
estacionaria do crescimento (RABERG et al., 2008). No mesmo estudo uma das
principais proteinas envolvidas com motilidade que apresentou redugéo nessa
condigdo foi FIliC atingindo valores quase indetectaveis. Adicionalmente
PEPLINSKI e colaboradores (2010) observaram reducdo da expressao em
genes envolvidos com motilidade em R. eutropha H16 (PEPLINSKI et al., 2010)
Apesar desses estudos terem usado diferentes abordagens, como protedmica,
transcriptdmica e analises de microscopia eletrénica, no qual ficou evidente a

auséncia de flagelos, ndo foram realizados ensaios de motilidade.
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6 CONCLUSOES

e Através da analise de mutantes dos genes codificantes para as PHB
depolimerases de H. seropedicae determinamos indiretamente os niveis
de PHB por meio de citometria de fluxo, e observamos que o gene phaZ1

é fundamental para H.seropedicae degradar o PHB acumulado.

e Adepolimerase PhaZ2 mobilizou PHB de forma ténue no mutante AphaZ1
apos o final da fase estacionaria de crescimento; na estirpe AphaZ2 houve
reducdo no acumulo do polimero em comparagdo com as estirpes
selvagem e os mutantes AphaZ1 e AphaZ12 e a mobilizagdo de PHB

ocorreu no final da fase estacionaria.

e No duplo mutante AphaZ12 houve acumulo de PHB e auséncia de
mobilizagdo indicando que os genes phaZ1 e phaZ2 sao responsaveis

pela mobilizagdo de PHB em Herbaspirillum seropedicae.

e Os ensaios de [-galactosidase indicaram que phaZi é expresso
constitutivamente, sendo observada a repressdao da expressao pela
proteina repressora PhaR na auséncia de PHB, conforme os resultados
obtidos com a estirpe duplo mutante AphaC14phaR. Por outro lado, a
expresséo de phaZ2 é induzida em condi¢des limitantes de nitrogénio e
dependente de NirC.

e Os mutantes AphaZ1 e AphaZ12, apresentaram o fendtipo distinto de
deficiéncia em motilidade do tipo “swarming” quando essas estirpes foram
cultivadas em meio semi-sélido, independente do nivel de nitrogénio no

meio.
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