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RESUMO

DA SILVA, C. A. P. T. Estudo da regulacdo do gespDde Caulobacter crescentu2011.
125 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Institde Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

CspD é uma das quatro proteinas de choque friGaddobacter crescentusendo
maior que as outras CSPs por possuir dois domél@ashoque frio, éem seu papel na célula
ainda desconhecid@ objetivo deste trabalho foi identificar e caraets os fatores cisein
trans envolvidos na regulagéo da expressdo do gepB em C. crescentusNeste trabalho
foi visto que a expresséo depD € induzida pela caréncia de glicose no meio, rAaspela
caréncia de nitrogénio. Esta inducao € dependensindlizador ppGppndicando que ppGpp
esta envolvido na sinalizacdo de caréncia de carthdm regulador de resposta de um sistema
de dois componentes (SpdR) foi identificado comspoesével pela indugcdo em fase
estacionaria, sendo fosforilado pela histidina gséncognata SpdS. Através de ensaios de
EMSA e DNAsel footprinting pudemos verificar que a proteina SpdR se liga ema u
sequéncia repetida invertida no promotor a¥pD, e que essa ligacdo é dependente da
fosforilacdo no residuo de aspartato na posicadabgroteina. Foi construido um mutante
nulo do gene SpdR e este foi testado quanto aérsia a estresse oxidativo causado por
H.O, e viabilidade em fase estacionaria; o mutanteapiiesentou diferenca na resposta em

relacédo a linhagem selvagem.

Palavras-chave:Fase estacionaria. CspD. Regulador de resposBpppRegulacado génica.
Resposta a estresse em bacté@asilobacter crescentus.



ABSTRACT

DA SILVA, C. A. P. T. The study otspD gene regulation irCaulobacter crescentus
2011.125 p. Thesis (PhD in Biotechnology) - Institde Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

CspD is one of the four cold shock proteinsGaulobacter crescentulseing larger
than the other ones by possessing two cold shockamhs, and its cellular role is still
unknown. The aim of this work was to identify arfthacterize factors cis andin trans
involved in regulation otspD expression irC. crescentusin this work we determined that
cspD expression is induced by glucose starvation but o nitrogen starvation. This
induction is dependent on the signalling molecuyb&pp, indicating that it is involved in
carbon starvation signaling. A response regulatoa éwo-component system (SpdR) was
identified as responsible for stationary phase atida, being phosphorylated by the cognate
histidine kinase SpdS. EMSA and DNAsel footprintagsays showed that the SpdR protein
binds to an inverted repeat at thepD promoter, and that this binding is dependent on
phosphorylation at the aspartate residue at pasiié. A null spdR mutant strain was
constructed and its resistance teOpl and stationary phase viability were determined,

however the mutant showed no difference in respaan compared to the wild type.

Keywords: Stationary-phase. CspD. Response Regulator. Gegndation. ppGpp. Bacterial
stress respons€aulobacter crescentus
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Caulobacter crescentus

Caulobacter crescentué uma bactéria que cresce em ambientes aqudiodym
membro da subdivisda das proteobactéria€ crescentus$2 um dos principais sistemas
modelo para analise do ciclo celular bacterianaferehciacdo celular, e os mecanismos
moleculares envolvidos vém sendo detalhados ex@msnte devido ao seu
desenvolvimento dimorfico e estilo de vida (RYANAPIRO, 2003; MCADAMS;
SHAPIRO, 2003; CHRISTEN et al., 2011)

A progressédo do ciclo celular de. crescentugequer uma precisa coordenagao
morfolégica e metabdlica. Este ciclo comeca com gélala mével, que possui em um dos
polos um flagelo para mobilidade e pili para ades@osuperficies bidticas e abidticas. A
célula mével ndo pode iniciar a replicacdo do DEAermanece na fase G1 com apenas uma
copia do cromossomo. Ap6s um periodo definido, lalaémdvel se diferencia em uma
célula-talo. Durante esta diferenciacdo, o flagélgerdido juntamente com os pili, 0s
receptores de aparato sensorial quimiotatico sgoadados e o crescimento do envelope é
redirecionado para originar um talo no mesmo poldesa ocupado pelo flagelo.
Coincidentemente com essa transicdo morfologicaglala entra na fase S e inicia a
replicacdo do DNA. No polo oposto ao talo iniciaaseiontagem de um novo flagelo, de pili
e do aparato sensorial quimiotatico. Apés o térmoh replicacdo do DNA, cada
compartimento recebe uma coépia do cromossomo, eequirsa célula se divide
assimetricamente originando duas células filhaintés (CHRISTEN et al., 2011).

A hierarquia do controle do ciclo celular €&ncrescentupossui um circuito genético
ciclico envolvendo quatro reguladores globais (Ct&crA, DnaA, e CcrM), que juntos
controlam a expressdo de mais de 200 genes (COLLMBBRRRAY; SHAPIRO, 2006;
COLLIER; SHAPIRO, 2007; HOLTZENDORFF et al., 200HOTTES; SHAPIRO;
MCADAMS, 2005; LAUB et al., 2002). As quatro pratas sado sintetizadas em sucesséo
para impulsionar uma série de fun¢cdes modularesdgsta maneira executam o ciclo celular
(perda do flagelo, replicagdo e metilacdo do cr@wmo®, divisdo da célula, etc.). A
estabilidade destas proteinas € ativamente codérothurante todo o ciclo celular. Os
mecanismos moleculares que controlam a protedlise CtkA foram caracterizados
recentemente, ja os controles de protedlise de @ddhaA sdo desconhecidos (BIONDI et
al., 2006; INIESTA et al., 2006; MCGRATH et al.,d8).
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Um dos reguladores globais do ciclo celulaCderescentusCtrA, é um regulador de
resposta membro de um sistema de dois componeGted. estd presente em altas
concentracdes nas ceélulas moveis, onde se ligagenode replicacdo (Cori) para silenciar o
inicio da replicacdo do DNA, e também exerce umtrobm negativo sobre a expressao de
GcerA. Desta maneira CtrA regula a expressao desggune atuam na divisao celular e de
genes que codificam subunidades do filamento doe fiiagelo (QUON; MARCZYNSKI;
SHAPIRO, 1996).

A protedlise de CtrA se da no momento de formacaocélula-talo, tanto na
separacado celular como durante a transicdo deacéldvel para célula-talo, assim a origem
de replicacdo deixa de ser inibida (INIESTA et 2006; MCGRATH et al., 2006). Neste
ponto do ciclo celular, inicia a sintese de Dnaftgina que inicia a replicacdo do DNA,
juntamente com a formacdo do replissoma e ativagddiotranscricdo de uma grande
guantidade de genes, inclusivegieA (COLLIER; MURRAY; SHAPIRO, 2006; HOTTES;
SHAPIRO; MCADAMS, 2005). GcrA é sintetizado na dékealo e também esta presente na
célula pré-divisional. GcrA regula a expressaoalerés de replicacdo e de genes envolvidos
na morfogénese polar e € responsavel pela elongalz@oreplicacdo do DNA
(HOLTZENDORFF et al., 2004). A proteina CcrM € siigada em um pequeno intervalo de
tempo perto do final da replicacdo do DNA e é agina responsavel pela remetilagdo do
genoma, sendo inativada logo apés realizar a SIENBERDIS et al., 1998).
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Figura 1 - Ciclo celular deC. crescentus.
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O esquema mostra a progressséao do ciclo celulsactériaC. crecescentus
FONTE: http://microbewiki.kenyon.edu.

Para entender a progresséo do ciclo celular edpacite e temporalmente em
Caulobacter, varias ferramentas moleculares estdo sendo d@&aA conclusdo da
caracterizacdo do genoma permitiu o desenvolvimeniso de microarranjos de DNA para
estudar os padrbes globais de expressao génicateluvaciclo celular deC. crescentus
(LAUB, et al., 2000; LAUB et al., 2002). No primeiestudo de andlise global de expresséao
génica, microarranjos de DNA foram usados paraisaranudancas no perfil de expressao
durante o ciclo celular. As células @e crescentusoram sincronizados na fase G1 (células
moveis) para iniciar o ciclo e a partir deste motmeioram coletados RNAs a cada 15
minutos e analisados por microarranjos de DNA Qilpde expressao revelou um conjunto
de 553 genes (mais de 15% do genoma), que sacritassdurante o ciclo de forma
independente (LAUB et al., 2000).

A classificagéo funcional dos genes regulados deramriclo mostrou que a expresséo
de grupos de genes acontece com extraordinaridsoecsendo que estes genes cujos

produtos estdo envolvidos em eventos especificosuté pico de expressdo imediatamente
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antes, ou durante o evento. Por exemplo, a trgdscdos genes que estdo envolvidos no
metabolismo e replicagdo do DNA, atingem um nivakimo da transcricdo na transicao da
fase G1 para fase S, enquanto que a transcricagetie@s que estao envolvidos na segregacao
cromossOmica € alta no final da fase S. Esta trm@sctemporal se aplica a quase todos os
genes envolvidos no ciclo celular. (SKERKER; LAUB04).

C. crescentusCB15 possui um genoma de 4.016.642 pares de leasasm Unico
cromossomo circular, codificando 3.767 genes @ fmiimeira Proteobactéria da subdivisdo
de vida livre a ter o seu genoma sequenciado (NIERMt al., 2001). De fato, muitos
mecanismos descobertos € crescentussao evolutivamente conservados entre outros
membros da subdivisde das proteobactérias (SKERKER; LAUB, 2004). A as®ldo
genoma deC. crescentusrevelou um grande numero de proteinas sinalizad¢tas),
multiplas copias delustersde genes contendo proteinas essenciais para s@nea em
ambientes pobres em nutrientes, proteinas paradbegfio de anéis aromaticos, genes de
quimiotaxia, fatores sigmas de funcdes extraciwphtica (ECF) e uma grande quantidade
de proteinas de membrana (NIERMAN et al., 2001).

1.2 Proteinas de Choque Frio

Temperatura € um dos fatores mais criticos pan@sricnento bacteriano, pois pode
causar severos danos a célula, afetando diretansemtgrutura celular, e desta maneira
causando alteracdes nas propriedades e comporfanteésnais das ceélulas. O estudo da
resposta ao choque frio e a adaptacdo celulareatigst de estresse é importante para
entendermos como 0S microorganismos Sao capazegvee em baixas temperaturas
(BAYLES; ANNOUS; POTIER, 1996; PHADTARE; YAMANAKAJNOUYE, 2000).

ApOs um aumento brusco na temperatura, a bactégponde expressando um
conjunto de genes, onde sdo expressas chaperona®teases que sdo designadas
principalmente para enfrentar alteracdes na cordgéim das proteinas por desnaturacédo ou
dobramento incorreto. Estas proteinas sdo cont&sladr um fator sigma alternative®),
que age como um regulador global que direciona & RMlimerase para transcrever
promotores de choque de calor. Da mesma manett&rizes em choque frio transcrevem um
conjunto de genes especificos, codificando helsgzasacleases e proteinas associadas ao
ribossomo, que diretamente ou indiretamente inégnagom RNA ou DNA. Diferentemente
do choque de calor, at¢ 0 momento ndo se conhedatansigma especifico de choque frio
(WEBER; MARAHIEL, 2003).
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Em E. coli a resposta a choque frio é exercida quando unt@raucresce
exponencialmente a 37 °C e essa temperatura caidmente para 15 °C. Ap0Os essa queda de
temperatura, ha um periodo de denominado fase loleatacdo, em que a maior parte da
sintese proteica € inibida, com excec¢do de um gegpecifico de proteinas, denominadas
proteinas de choque frio. Proteinas de choqueaftidam as células a combater diferentes
alteracdes celulares prejudiciais causadas peldagorisca na temperatura. Apos a inducéo
dessas proteinas, o crescimento celular é reestai@icom a restauracao da sintese normal
de proteinas e diminuicdo na taxa de sintese deipas de choque frio. Algumas das
proteinas induzidas em choque frio sdo: chaperded®NA, como CspA e seus homélogos
(GOLDSTEIN; POLLITT; INOUYE, 1990), CspB (LEE et.all994), CspG (NAKASHIMA
et al., 1996) e Cspl (WANG; YAMANAKA; INOUYE., 1999 a RNA helicase CsdA
(TOONE; RUDD; FRIESEN, 1991), DNA girase (JONES at, 1992), histona H-NS
(DERSCH; KNEIP; BREMER, 1994) fator de iniciacA@ JKGUALERZI; PON, 1990), fator
de transcricdo NusA, (FRIEDMAN et al., 1984), patiteotideo fosforilase (DONOVAN,
KUSHNER, 1986), fatores ribossomais RbfA e RecA KMEL; NOLLER, 1995;
WALKER, 1984).

A resposta a baixa temperatura envolve uma mudaag@omposi¢cao da membrana
lipidica da célula, com um aumento na proporcaédigos graxos insaturados, que acontece
para manter a fluidez da membrana em baixas tetoupasa(SINENSKY, 1974). Os
ribossomos também sédo adaptados a essa queda perdema para traduzir mRNAs
especificos de choque frio pela incorporacdo derdat ribossomais, que mudam suas
propriedades funcionais, desta maneira possikddam traducdo de mRNAs que ndo séao de
choque frio (JONES; INOUYE, 1996). A estrutura @opologia do DNA cromossomal
também é afetada, e esse efeito do frio envolndicao de proteinas que estdo associadas ao
nucledide, como a proteina H-NS (DERSCH; KNEIP; BFR, 1994).

O efeito mais drastico causado pela queda brusdandperatura em bactérias é a
estabilizacdo de estruturas secundérias de acigudicos, em especial mMRNAS, pois estas
impedem a ligacdo do ribossomo ao sitio especifissim impossibilitando a traducdo. Do
mesmo modo, se houver formacdo de estrutura seatangd meio do mMRNA, pode-se
impedir a elongacdo do peptideo nascente (GOLDSTEONLLITT; INOUYE, 1990).

A primeira proteina de choque frio descrita foi Esge E. coli (GOLDSTEIN;
POLLITT; INOUYE, 1990), uma chaperone de RNA quaedaj a desestabilizar estruturas
secundarias de mMRNA, desta maneira deixando liwi¢iade ligacdo ao ribossomo para que
a traducéo possa acontecer (Figura 2) (JIANG; HDIQUYE, 1997). Ortélogos de CspA
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nao foram achados no genoma de arqueas, e entgbastérias elas estdo presentes na
maioria das proteobactérias, mas ndo em espirajwetaianobactérias, sendo que estas
tltimas possuem proteinas induzidas em choqueyfrepossuem o dominio de ligacdo ao
RNA similares os encontrados em eucariotos (SATO5L O papel de CspA é aumentar a
traducdo de mRNAs e torna-los mais suscetiveiggadacao por RNase, e além disso, CspA
também possui propriedades de ativador transcati@RANDI et al., 1996, JIANG; HOU,;
INOUYE, 1997, BRANDI; PON; GUALERZI, 1994GRAUMANN; MARAHIEL, 1998).
CspA € uma das proteinas mais abundantes no oladiase de exponencial, e sua expressao
é significantemente aumentada durante o choqueoinide os niveis alcancam 2% do total de
proteinas sintetizadas durante o estresse (BRANRI. €1999).E. coli possui 8 proteinas
homologas a CspA (CspB a Cspl), e foi mostrado QspA, CspE e CspC séao
antiterminadores transcricionais (BAE et al., 20@0)CspD uma proteina inibidora de
replicacdo de DNA (YAMANAKA et al., 2001).
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Figura 2 - Modelo do funcionamento das proteinas de chodgoie f
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As proteinas de choque frio atuam como chaperon®&N\A. Durante o crescimento a 37 °C, CSPs se
ligam ao RNA nascente, mantendo-o linearizado. iBsssomos deslocam essas proteinas, que se
ligam com baixa afinidade ao RNA, e inicia a tratu¢cApos o choque frio, ha um aumento na
concentracao de CSPs com a finalidade de desésdaleistruturas secundarias no mRNA .

FONTE: Modificado de Graumann e Marahiel (1998).

Estas pequenas proteinas de eubactérias possuetioraimio conservado chamado
“cold shock domain” (CSD) que é composto por doiives de ligagdo a acido nucléico
RNP-1 e RNP-2, que se ligam exclusivamente a DtAsImples ou RNA (SCHRODER et
al., 1995). O dominio de choque frio também foi aalth em proteinas de eucariotos,
envolvidas no acoplamento da transcricdo e traddgaanRNAs especificos e em alguns
casos agindo como fatores de transcricdo (BOUVEDLRAFE, 1994; WOLFFE, 1999).

As bactérias possuem em geral varias coOpias desgespenos seus genomas,
apresentando uma grande variacdo de expreSs&oli possui hove genasp,sendo que as
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proteinas CspA, CspB, CspG e Cspl sao induzidafiogue frio, CspC e CspE séo expressas
constitutivamente, CspD € induzida durante a fatacmnaria e caréncia de nutrientes e
CspF e CspH ainda nédo foram caracterizadas (YAMANAd al., 1994; YAMANAKA,
INOUYE, 1997; YAMANAKA; FANG; INOUYE, 1998). Bacillus subtillis possui trés
proteinas de choque frio (CspB, CspC, CspD) quersfizidas no frio, sendo que CspB e
CspC também séo induzidas na fase estacionaria BREBMARAHIEL, 2002).
Lactobacillus plantarumtambém possui trés genesp mas somentesplL é altamente
induzido em choque frio e fase estacionarspP e cspC sdo expressos constitutivamente
(DERZELLE et al., 2000).

A bactéria gram-positivaisteria monocytogenembém possui trés CSPs (CspA,
CspB e CspD). Estudos com mutantes simples, dupiple foram feitos para definir o papel
destas proteinas na célula em relacéo a estremsesfio e estresse osmatico. A hierarquia
de importancia funcional difere dependendo da adwdide crescimento. Em choque frio
CspA é a mais importante, em seguida CspD e d€jsuB; ja em estresse osmotico CspD é
a mais importante em relacédo a CspA/CspB (SCHMIal.e2009).

C. crescentu® uma bactéria oligotréfica que € encontrada erostras de solos
umidos (POINDEXTER, 1981), conseguindo se adaptar aembientes com baixo teor
nutricional. Também foi visto que esta bactériasegue crescer em aguas congeladas
(MANNISTO; PUHAKKA, 2001), indicando qu€. crescentug adaptada a crescer em baixa
temperatura. O catabolismo e as propriedades gasétiesta bactéria tém sido motivo de
estudo para o uso em biorremediacdo e como biassngMANNISTO et al., 1999;
HILLSON et al., 2007).

Segundo Mazzon e colaboradores (2008), céluldS. deescentusao extremamente
resistentes ao congelamento a -80 °C sem adic@aageotetores e as células permanecem
100% viaveis durante 120 dias nesta temperatura.vistho também que a viabilidade
aumenta quand@. crescentusresce em baixas temperaturas antes do congelameD
°C, possuindo assim uma capacidade de adquirito@réncia. Mutagcdes nos genes que
codificam DNA e RNA helicases tornam as célulasQlecrescentusnais sensiveis ao
congelamento a -80 °C desta maneira corroborarfdtbae que o enovelamento dos acidos
nucléicos durante o choque frio € um dos principagblemas durante o crescimento das
células em baixas temperaturas, impedindo a reg@iecdaranscrigédo e traducao.

A familia de genessp de C. crescentugoi detalhadamente estudada na resposta a
variacbes de temperatura. Observou-se gsigA e cspB sdo ativados em reducdo de

temperaturas de 30 °C para @ alcancando um alto nivel de expresséao, esp€ e cspD
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nao sao induzidos nestas condi¢des. Os gespESe cspD, no entanto, sao ativados na fase
estaciondria, indicando que suas funcfes biologi@asimportantes na adaptacdo a longos
periodos sem crescimento (LANG; MARQUES 2004).

1.3 Fase estacionaria

Durante a fase estacionaria, a taxa de crescimémnui como resultado do
esgotamento de nutrientes e acumulo de produtosogdxNesta fase as bactérias comecam a
esgotar 0s recursos que estao disponiveis no medo &axa bacteriana de crescimento e
morte € constante. Bactérias tém desenvolvidoetifes estratégias para manterem-se viaveis
durante longos periodos em fase estacionaria. Adguespécies de bactérias Gram positivas
produzem esporos em resposta a caréncia nutriciemalkcontraste, muitas bactérias Gram
negativas desenvolvem resisténcia, mas nao ficarastamlo de dorméncia. Em ambos os
casos, se 0s nutrientes se tornam disponiveis remtenas células vdo retomar o seu
crescimento até a exaustdo total de nutrientesaretd novamente na fase estacionaria
(LLORENS; TORMO; MARTINEZ-GARCIA, 2010).

Em bactérias, a fase estacionaria € um dos melkasrsplos de regulacédo global de
genes, onde varios fatores regulatérios se mobiligara definir novos padrdes de expressao
génica. As proteinas sintetizadas pelas célulaantkira entrada na fase estacionaria estao
envolvidas principalmente na sua manutencdo emotompgriodos de caréncia nutricional
(ALBERTSON; NYSTRON; KJELLEBERG, 1990). Assim comexistem um grupo de
proteinas que sdo expressas nas primeiras horfasal@staciondria existe outro grupo que
diminui e aumenta sua expressdo durante muitossdilascaréncia nutricional. O total de
proteinas sintetizadas é por volta de 20% do obderem crescimento exponencial em meio
minimo, e esta porcentagem decresce para 0,5% @pgsriodo de 11 dias em fase
estacionaria enkE. coli (ALBERTSON; NYSTRON; KJELLEBERG, 1990; KOLTER,;
SIEGELE; TORMO, 1993).

Células carentes de nutrientes respondem rapidameadicdo de novos nutrientes. A
rapidez do inicio do processo de recuperacdo ¢ lisemte ao observado em esporos
germinando (FOSTER; JOHNSTONE, 1989). ApoGs o renda sintese do RNA e sintese
protéica, ocorre aumento na massa celular, no mieetintese do DNA e no numero de
células. Depois de certo crescimento, as céluledepeo aumento na resisténcia, adquirido
na fase estacionaria devido as varias mudancaseataisi (ALBERTSON; NYSTRON;
KJELLEBERG, 1990, AMY; PAULING; MORITA, 1983).
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E. coli pode sobreviver por longos periodos em carénciautiientes em meio rico
aerado (LB) e cessa o0 seu crescimento devido &afifio de fontes de carbono. Durante os
primeiros dias de caréncia de fontes de carbopopalacdo perde 90 a 99% de suas células
viaveis (ZAMBRANO et al., 1993). Entretanto, a ptamdio remanescente pode sobreviver
por varios meses neste LB aerado a 37 °C, sentacadé nova fonte de carbono (FINKEL;
KOLTER, 1999). Como as culturas consomem carbornigeno durante o crescimento
exponencial, a biomassa é a fonte de carbono nra&yel durante a sobrevivéncia a
prolongados periodos de incubacdo, a qual ficaodispl quando as células morrem.
Enquanto a populacao total Hecoli na fase estacionaria é considerada estacionaidangm
h& um aumento em sua biomassa, existem subpopsilgg@endo estdo estacionadas, pois
elas sdo capazes de crescer como subculturas e ¢omta da populacdo (FINKEL et al.,
1997; ZAMBRANO; KOLTER, 1993; ZAMBRANO et al., 1993Estas subpopulacdes
consistem em mutantes que apresentam maior aptidéente prolongados periodos de
incubacdo. Esta habilidade de crescer durante @duerde caréncia nutricional foi
denominado como fendtipo GASP (“growth advantagstationary phase”) (ZAMBRANO;
KOLTER, 1993). Estudos com culturas em carénciaigiial por prolongados periodos
demonstraram que este fendbmeno GASP é continuctiptasil séries que assumem a
populacdo ocorrem durante o periodo de incubacaAiNK@EL; KOLTER, 1999;
ZAMBRANO et al., 1993). A medida que as culturas @ivelhecendo, elas aumentam sua
diversidade e varias subpopulacdes geneticamestiatds coexistem (FINKEL, KOLTER,
1999).

Bactérias Gram negativas, quando estdo em privagéicional, adquirem maior
resisténcia a choque frio, estresse oxidativo éag@es osmoticas (KOLTER; SIEGELE;
TORMO, 1993). Algumas proteinas induzidas aposadatem fase estacionaria podem ser
induzidas por estresses especificos como alta asfede, alta temperatura e pH acido
(HENGGE - ARONIS, 1993; NYSTROM, 2004).

Para garantir a sobrevivéncia sob condi¢des de mgagas bactérias desenvolveram
cascatas de sinalizacdo para regular a expressam deupo diferente de genes, adequando-
se a nova situacdo (CASES; DE LORENZO; OUZOUNIS)3RO A resposta adaptativa
inclui uma série de circuitos genéticos que coatroimuitas mudangas metabdlicas. Em
resposta a estresse o fatorde E. coli tem papel de regulador global, controlando mais de
10% todos os genes normalmente expressos em ceadigdestresses em geral e caréncia
nutricional (caréncia de carbono, nitrogénio, fosfou aminoacidos) (Figura 3) (HENGGE-

ARONIS, 2002). Normalmente os genes que pertencemegulon des® estdo envolvidos
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com mudangas morfologicas, resisténcias a estressesidarios, processos metabolicos,
viruléncia e fendétipo GASP (HENGGE-ARONIS, 2002nEE. coli, as proteinas CspC e
CspE pertencem a familia de proteinas de chogogtfrilavia elas séo induzidas a 37 °C e
nao pela queda de temperatura (PHADTARE; YAMANAKNOQUYE, 2000). Foi visto que
a superproducdo destas duas proteinas estabilizamRNA de rpoS, desta maneira
aumentando os niveis @8 mas até o0 momento n&o se sabe se esse efeiicéali indireto
(PHADTARE; INOUYE, 2001). Os fatores sigma de cheqle calor e os reguladores de
resposta a estresse oxidativo OxyR e SoxRS trabagima conjunto cons™, na expressao de
genes especificos de estresses (NYSTROM, 2004).

Outros exemplos de reguladores globais em bact@i@sn positivas, é @°,
codificado em resposta a estresse geral (PRICHE) 200 regulador Spo0OA, responsavel pelo
inicio da esporulacao eBacillus subtilisgsSONENSHEIN, 2000).

Figura 3 - Niveis da regulacéo @€
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Os diferentes niveis da regulacéo sfesdo afetados por véarias condicdes de estressesub@nto
dos niveis de° na célula podem ser obtidos através das transctigghoS e da traducdo do mRNA
derpoS ou inibindo a protedlise @ (em condigbes normaés é rapidamente degradado).

FONTE: Modificado de Henggee-Aronis (2002).
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As células deC. crescentussofrem mudancas drasticas na morfologia quando
cultivadas em fase estacionaria por um periodoareitenso e aumentam sua resisténcia a
estresses ambientais como: peroxido de hidrogécador, pH alcalino e pH acido
(WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998). Depois que agltaras entram na fase
estacionaria, a maioria das células fica no estagiadivisional. Durante a fase estacionaria,
as células gradualmente adquirem uma morfologiadidal e alongada, com tamanho de 30
um, e exibem um aumento de resisténcia a estress@si@ comparados com as células que
crescem exponencialmente (Figura 4). Quando ressdgjas em meio fresco, as células
helicoidais alongadas dividem-se e retornam aorthma morfologia normais nas primeiras
12 horas (WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998).

Depois de uma diminuigdo na viabilidade celulareobasda apos os primeiros dias de
incubagcdo, hd um aumento nesta viabilidade, indwague as células sdo capazes de se
dividirem. Apés 6 a 9 dias de incubacdo ocorre uavonaumento na viabilidade,
provavelmente devido a capacidade das células gue\sveram de utilizar os nutrientes
liberados pelas células que morreram (WORTINGERARDOKUS; BRUN, 1998).
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Figura 4 - Morfologia e viabilidade d€. crescentusa fase estacionaria
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Morfologia e viabilidade em diferentes estagiosadte o crescimento prolongado em meio PYE. A,
C, E e G, micrografias de contraste em fase dagasékm diferentes estagios da cultura. B, D, Fe H
micrografias fluorescente em ensaio de viabilidemi® coloracdo LIVE-DEAD nos mesmos campos
da micrografia de contraste. Células coradas edewestao vivas e células coradas em vermelho estédo
mortas. A e B culturas cultivadas durante a n@te;D culturas cultivadas durante uma semana; E e F
culturas cultivadas durante duas semanas; G ethtasicultivadas durante 4 semanas.

FONTE: Obtido de Wortinger; Quardokus e Brun (1998)
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A adaptacdo de&C. crescentugpara sobreviver em condi¢des oligotréficas in@ui
habilidade de crescer bem devagar em condi¢cOes lwamxos nutrientes e paralisar a
progressdao do ciclo celular em caréncia de carbenmitrogénio (GORBATYUK;
MARCZYNSKI, 2005). C. crescentus sdao equipadas com sensores ambientais,
transportadores e vias metabodlicas adequadas paqui@rae baixas concentracfes de
metabdlitos, utilizando material organico como éunte alimento (BLANVILLAIN et al.,
2007).

Em E. coli e Bacillus subtilis os fatores sigmas Rpo$°( e Sig B 6°) séo
reguladores globais de estresse geral e caréntigional (LANGE; HENGEE-ARONIS,
1991; VOLKER; MAUL; HECKER, 1999) C. crescentusdo possui um ortélogo dos genes
rpoS e sigB, o que ocorre em todasaaproteobactérias (CHIANG; SCHELLHORN, 2010;
HECKER; PANE-FARRE; VOLKER, 2007). Entretanto, fafiservado que o fater (fator
sigma de funcdo extracitoplasmética) é essencia pa respostas ao estresse osmotico e
oxidativo, causados pela entrada na fase esta@om@C. crescentus,egulando mais de 40
genes, incluindas". Desta maneiras’ é um importante regulador de resposta ao estresse
geral emC. crescentu$ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2007).

Em condices normais de crescimento, o fatdré seqiestrado por seu anti-sigma
NepR, j& em condi¢Bes distintas (estresse hiperi@m@&xposicdo ao cromo, crescimento
em meio minimo e durante a entrada de na fase@sdaia), o regulador de resposta PhyR é
fosforilado por PhyK e liga-se a NepR. Esta ligatiBerac’, que se associa ao cerne da
RNA polimerase e a transcricdo de genes dependeetgsocorre. A maioria destes genes
estdo envolvidos com a integridade do envelopelareltesposta a estresse e regulacéo de
expressdo génica. Um desses genes codifica o $apra ECFc", contribuindo para a
expressdo de apenas um pequeno subconjunto de denessposta a estresse geral
(LOURENCO, KOHLER, GOMES, 2011). E importante salé& que este mecanismo de
controle de resposta geral a estresses so foivankenasi-proteobactérias.

Recentemente foram identificados dois fatores et na adaptacdo dE€.
crescentusa caréncia de carbono: a molécula ppGpp, a qudtiboi para a regulacdo da
estabilidade da proteina DnaA e também regulaaioimia replicacdo do DNA sob caréncia
de carbono (LESLEY; SHAPIRO, 2008) e o pequeno RIAA que controla a estabilidade
dos mMRNAs de 27 transcritos (LANDT et al., 2010).

Pequenos RNAs ndo codificantes (sSRNAs) foram ifleatios como um grupo de
moléculas regulatorias que permitem que as bastégaadaptem ao estresse ambiental
(MAJDALANI; VANDERPOOL; GOTTESMAN, 2005, VOGEL et la 2004). Estas
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moléculas regulam a expressédo hibridizando em segalvos de mRNAs nas regides 5'
nao traduzidas (5'-UTRs) e ativando ou reprimindoaducdo e/ou estabilidade do mRNA
(FROHLICH; VOGEL 2009). Uma busca global por sRNA® genoma deC. crescentus
identificou e validou 31 pequenos RNAs, dos quaiatp (tmRNA, 6S RNA, 4.5S, e
RNaseP) possuem funcdes altamente conservadas emmpim espectro de bactérias. Outros
dez sRNAs foram diferencialmente expressos sobawsakondicdes ambientais ou
nutricionais, e quatro séo controlados duranteclo celular deC. crescentu$LANDT et al.,
2008).

O pequeno RNA CrfA d€. crescentugsta relacionado com estresse geral e caréncia
de carbono. A expressao deste RNA é rapidamentaziohal por caréncia de carbono e
rapidamente reprimida quando a fonte de carbonoeéstabelecida, sendo que a
superexpressao do mesmo € toxica para a célukvéstida uma analise por microarranjos de
DNA 27 genes mostram-se regulados tanto positiveenesmo negativamento por CfrA, e
desta maneira CfrA atua como um importante reguladocaréncia de carbono (LANDT et
al., 2010).

1.4 Resposta severa

Células deE. coli em caréncia de aminoacidos respondem com uma lacégu
negativa da biossintese de rRNA e producéo destmos, sendo esta resposta conhecida
como resposta severa (SANDS; ROBERTS, 1952; STBRENNER, 1961).

A molécula efetora que modula a resposta severanépequeno nucleotideo, a
guanosina tetrafosfato ou ppGpp. Esta moléculaéuzida em resposta a diferentes tipos de
limitagbes nutricionais e circunstancias que causenparada do crescimento celular
(MAGNUSSON; FAREWELL; NYSTROM, 2005). Er&. coli dois genes s&o responsaveis
pela producdo de ppGprelA espoT A proteina RelA é associada ao ribossomo e produz
ppGpp (inicialmente pppGpp é produzido e depoivedito a ppGpp através de uma reacao
entre GTP/GDP e ATP), em resposta a um tRNA desgado no sitio A do ribossomo,
durante caréncia de aminoacidos (CASHEL et al.,,6L9%poT € responsavel pela
acumulacéo de ppGpp em resposta a maioria dos®sdre caréncia nutricional em geral.
SpoT é bifuncional: além de responsavel pela gntambém é responsavel pela hidrélise de
ppGpp. ppGpp se liga nas subunida@es3’ do cerne da RNA polimerase, desestabilizando
a ligacdo da enzima a promotores fortes e assirami@o livre o cerne de RNA polimerase
para transcrever genes de estresse (Figura 5) (M/SSDON; FAREWELL; NYSTROM,
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2005; CHATTERJI; FUJITA; ISHIHAMA, 1998; TOULOKHON®, SHULGINA;
HERNANDEZ, 2001; ARTSIMOVITCH et al., 2004; SRIVARS; WANG, 2008).

Em alfaproteobactérias con®. crescentustanto a producdo como a hidrélise de
ppGpp € realizada somente pelo produto do gpoé&(LESLEY; SHAPIRO, 2008). Estudos
recentes mostraram que a molécula ppGpp em caréeciearbono é responsavel pela
inducdo da expressdo de uma protease que hidhis# (responsavel pelo inicio da
replicacdo do DNA), desta maneira impedindo quelaglmoveis iniciem a replicacdo do
DNA. Assim, em caréncia de carbono ppGpp regulatabdidade da proteina DnaA e o
inicio da replicagéo e@. crescentu$LESLEY; SHAPIRO, 2008).

Em C. crescentuppGppp € sintetizado em resposta a caréncia desglie amonia,
mas ndo por caréncia de fosfato ou aminoacidos.rodeima SpoT deC. crescentusé
fisicamente associada ao ribossomo e regula pasigmte genes relacionados com
catabolismo e processos de degradacéo, desta manativando a quebra de componentes
celulares durante a caréncia nutricional, provaeaba para obtencao de energia (BOUTTE;
SEAN, 2011). Notou-se também que os genes relabisneom motilidade e quimiotaxia séo
em grande parte regulados positivamente por Spodlidando desta maneira que a resposta
severa ent. crescentusaumenta a capacidade da célula para obtencamtds fnutricionais
(BOUTTE; SEAN, 2011). Assim, esta seria uma resp@staptativa da célula a ambiente
oligotroficos (POINDEXTER, 1981), diferentemente &e coli, que quando estdo sob
caréncia de aminoacidos, tem os genes de flagglongotaxia reprimidos (DURFEE et al.,
2008; LEMKE; DURFEE; GOURSE, 2009).
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Figura 5 —Resposta severa
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pppGpp é produzido a partir de GTP e ATP por daimichos: por resposta a caréncia e por estresse,
e € subsequentemente convertido a ppGpp. ppGppgaeal RNA polimerase e redireciona a
transcricdo para genes envolvidos em resisténceobeevivéncia a estresse. SpoT também é
responsavel pela hidrélise de ppGpp.

FONTE: Modificado de Magnusson et al. (2005).

1.5 A Proteina CspD

Uma analise do genoma €& crescentudNA1000 demonstrou a presenca de quatro
genes que codificam proteinas de choque frgpA, cspB, cspC, cspPONIERMAN, et al.
2001), apresentando um alto grau de similaridade esh e com CspA dg&. coli. CspA e
CspB possuem um dominio de choque frio (CSD), @oidd por dois motivos de ligacao ao
RNA (RNP-1 e RNP-2), enquanto CspC e CspD possuesnG5Ds (BALHESTEROS, et al.
2010; LANG; MARQUES 2004;. YAMANAKA; FANG; INOUYE,1998).

A proteina CspC possui 18.3 kDa e CspD 21.5 kkapresentam uma duplicagéo do
dominio CSD, que s6 ocorre em Alfaproteobactéss® HESTEROS et al., 2010; LANG;
MARQUES 2004). Apesar do fato de ambas as proteipeessentarem dois dominios CSDs,

suas estruturas primarias sdo bem diferentes, contap sequéncias de aminoacidos
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similares fora da regido de ligacdo ao RNA (RNRJgesindo que possuem funcoes
diferentes.

O estudo de linhagens mutantes demonstrou que ross gepA e cspD nao sao
essenciais a 30 °C, e embora o gespbdeC. crescentuseja induzido na fase estacionaria,
ele ndo é essencial para a viabilidade celular.utambe duplacspA/cspDé mais sensivel a
frio que o mutantecspA sugerindo quespD também possa auxiliar na resposta a este
estresse (LANG; MARQUES, 2004). Ja as analisedatuxipos dos mutantes nulosapC
cspD e do duplocspCD mostraram que ha uma queda brusca da viabilidademutantes
cspCe cspCD,quando entram na fase estacionaria (BALHESTER®&I.,e2010) (Figura
6A). A morfologia celular do mutantespCtambém é muito afetada na fase estacionaria e
este fenotipo é mais forte quando os dois genedaatados, sugerindo que pode ocorrer um
possivel efeito compensatorio pela presenca do ggri@ que também é induzido em fase
estacionéria (BALHESTEROS et al., 2010) (Figura.6B)
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Figura 6 - Morfologia e viabilidaAcspG AcspDe AcspCDna fase estacionaria.
A exp 72h B

NA1000

AcspC NA1000

AcspD

AcspCD

AespCD

(A) Culturas das linhagens NA100%;spC AcspDe AcspCDforam cultivadas em meio PYE a 30 °C
durantes 72 h. A viabilidade celular foi medida pocroscopia de fluorescéncia. As células em verde
sdo células viaveis e em vermelho as células naeeid. (B) Morfologia celular das linhagens
NAZ1000, AcspC e AcspCD As culturas foram cultivadas em meio PYE a 30di€ante 72 h, a
morfologia celular foi analisada por microscopia.

FONTE: Balhesteros et al.(2010).

Os inicios de transcricdo dos gemspCe cspD foram determinados por ensaios de
extensdo de oligonucleotideos. As regides -35 (TCGE) e -10 (GCGAGAAC) do
promotor de cspD seguem 0 consenso proposto para regides promottgagenes
“housekeeping” deC. crescentus cujas sequéncias sdao TTGaCgs para a regidao -35 e
GCtANAWC, para a regido -10 (Figura 7). Foi vistsnbém que as regides 5’ ndo traduzidas
dos genesspC e cspD sdo menorescépCG 64 nucleotideos, espD 45 nucleotideos) em
comparacao aos genes induzidos pelo fiepA 127 nucleotideosspB,143, nucleotideos
respectivamen)dLANG; MARQUES, 2004).
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Figura 7 - Regido regulatoria do genspD.

cspD
pEL4 pELS

|

103 TTCCCGCATTGTGGCTGCGACGAAATGTCGCGGTACCC

-63 GCTTGTGCGCTGTTTTGACGCGATTTCGTCATTGACGGC

™

VY Y
24 TCTCCTCACGCGAGAACACTGTTCTTGTAGTGCTTGCT

+15 CCGATGGGCTGATTGGGCAAGCCAGAGGGGTGGGATG

O inicio de transcricdo esté indicado por pontaate, e as sequéncias -35 e -10 estdo destacadas po
uma linha acima da sequéncia. O cédon de inicitvaditicdo estd sublinhado e o sitio de ligacdo ao
ribossomo indicado por duplo sublinhado. As setdecam duas repetigcdes diretas imperfeitas e os
oligonucleotideos sombreados indicam a sequénoigeceada entre o genspCe cspD

FONTE: Modificado de Lang e Marques (2004).

A proteina CspD dE&. coli, possui o dominio de choque frio porém é indunadase
estaciondria, especificamente sob caréncia de masl@essa inducdo ndo é dependente do
fator do regulador global de estresse Foi visto também que a molécula ppGpp atua
positivamente sobre a expressaasgD A proteina CspD quando superexpressa na célula é
toxica, atuando como inibidor de replicacdo naleglmibindo a sintese do DNA durante a
fase exponencial e estacionaria. (YAMANAKA et ap01).

Estudos recentes mostraram que o gespb de E. coli é regulado pelo complexo
proteico MgsR/MgsA (Sistema T.A) (KIM; WOOD, 2010@).sistema T.A (toxina/antitoxina)
sao sistemas que consistem tipicamente de um pgeres que codificam duas proteinas;
uma toxina estavel que pode causar a morte cglalarparada um processo celular essencial,
e uma antitoxina instavel que se liga na toxinan@ordo um complexo com a mesma e
inativando-a (BROWN; SHAW, 2003). O dominio C-tenadida proteina MgsA reconhece a
regido promotora do gemspDreprimindo sua expressao durante a fase de cresstmn essa
repressao é desreprimida pela superexpressamgReno momento em que a cultura entra na
fase estacionaria. Nesta fase MgsRA ¢é degrada petésases ClpX e Lon, desfazendo o

complexo proteico e desreprimindo o gespD (KIM; WOOD, 2010).
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Os niveis de CspD eis. coli sdo regulados por protedlise. A protedlise degpmas
contendo o dominio de choque frio ndo é incomunmraedlise de CspC dE. coli é
dependente de temperatura, por uma protease anmemo desconhecida, e 0s niveis de
CspC diminuem sob choque térmico, diminuindo abdglade de mRNAs de genes de
choque térmico (SHENHAR et al., 2009). A conceréicagla proteina CspD dgacillus
subtilistambém é ajustada por protedlise (GERTH et aD8R0Através de ensaids vivo e
in vitro foi comprovado que efd. coli CspD é substrato da protease Lon, e sua degradacao
coordenada em resposta a taxa e a fase de creswjragotedlise é lenta quando as células
estdo em fase estacionaria, tornando CspD disdamdvemomento necessario, e é degradada
DNA néo é apropriada (LANGKLOTZ; NARBERHAUS, 2011).

Em C. crescentu genecspD é regulado em nivel transcricional, uma vez que a
presenca de uma regido regulatéria € necessadapanaximos niveis de expressao (Figura
8). A regido regulatéria do genspD foi analisada pela fusédo transcricional ao gang em
um plasmideo reporter, de diversos fragmentos déiaepromotora. A analise da regiédo
promotora mostrou que o fragmento compreendendegida regulatoria (pEL4) exibe os
valores maximos de atividade @Galactosidase na fase estacionar&000 unidades
Miller). Entretanto a atividade de pEL5, que nassub a regido ativadora, foi muito menor
(=640 unidades Miller) que pEL4, embora a regido toma esteja presente nessa
construcdo (LANG; MARQUES, 2004).

Figura 8 - Mapeamento da regido promotora do gespb.
)

|ﬂﬂﬁ &_ ]| = |

[ 1] -
t(RNA cspD CC1388
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A seta curva indica o inicio de transcricdo e enarafo o gendacZ Os plasmideos carregando as
construcdes foram introduzidos na linhagem NA108Qdcrescentu® a atividade promotora foi
medida por ensaios degalactosidase na fase exponencial (log) e faseiestiria de crescimento

(estac). Os resultados estao apresentados em esilitlter.
FONTE: Modificado de Lang e Marques (2004).
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A regulacéo do genespDe os sistemas de regulacdo génica da fase estaaiainda
nao sdo bem conhecidos. A auséncia de um fatomsigtblogo a sigma S d& coliemC.
crescentu® a presenca de uma regiao regulatéria a mordargeomotor sugerem que Varios
fatores estéo regulando sua expressdo. Como acgpbBeleC. crescentuse induzido na fase
estaciondria, e ppGpp exerce uma regulacédo posiivee genes importantes para esta fase, é
interessante verificar se esta molécula atua radala expresséo dspD
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é identificar os sinakilares e os fatores de transcricao
que regulam a expressao do gerspD de C. crescentusAs estratégias utilizadas para
alcancar os objetivos propostos foram:

a) Varredura de uma biblioteca de mutantes para ittsartigenes envolvidos na
regulacéao despD

b) Avaliacdo da expresséo dspDsob diferentes condi¢cdes nutricionais;

c) Construcdo de um mutante nulspoT, e avaliacdo do papel de ppGpp na
expressao despD

d) Mapeamento mais detalhado da regido protomocsolg

e) Estudo do papel do gene CC0247 sobre a express@ersrspD na fase
estacionaria;

f) Caracterizacao do papel da proteina CsplCamiobacter crescentus
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios Utilizados e Condi¢des de Crescimento

As linhagens déc. coli cresceram em temperatura de°8, em meio LB. Quando
necessario, os meios foram suplementados com didGmd ampicilina 100ug/mL,
canamicina 5Qug/mL, tetraciclina 12,%1g/mL ou cloranfenicol 5@g/mL.

As linhagens deC. crescentusNA1000 (EVINGER; AGABIAN, 1977) e derivadas
foram cultivadas a 30C em meio rico PYE (peptona 2 g/l; extrato de levadlLg/l, MgSO4
0,2 g/l; CaCl2 0,5 mM) ou meio minimo M2 (Na2PO5 @/I; KH2PO4 1,74 g/l; NHACI
1,06 g/l; pH 6,9; Fe2S04 1 mM,; glicose 0,2%; MgSDwhM; CaCl2 0,5 mM) (ELY, 1991)
contendo ou nao glicose, MEI ou peptona 0,2% (ver Tabela 4). Quando necesdaram
suplementados com canamicingadmlL, tetraciclina Jug/mL, ou &cido nalidixico 2Qg/mL

ou cloranfenicol 5Qug/mL. Os meios para placas continham 1,5% de Agar

3.2 Linhagens e plasmideos

As linhagens d€aulobacter crescentusEscherichia colie os plasmideos utilizados

no trabalho estéo listados nas Tabelas 1 e 2,ctspmente.

Tabela 1- Linhagens utilizadas.

Linhagens Gendtipo e/ou Fendtipo Referéncia
NA1000 Linhagem sincronizavel utilizada como EVINGER;
padréo AGABIAN, 1977
SP2528 NA1000 (CC2528::Tn5) Este trabalho
SP3167 NA1000 (CC3167::Tn5) Este trabalho
Caulobacter | SP2587 NA1000 (CC2587::Tn5) Este trabalho
crescentus | SP2027 NA1000 (CC2027::Tn5) Este trabalho
SP0247 NA1000 6pdR:Tn5) Este trabalho
SP2103 NA1000 (CC2103::Tn5) Este trabalho
SP0200 NA1000 AspoT) Este trabalho
SP2710 NA1000AspdR Este trabalho
SP0210 NA1000 AspoTAspdR Este trabalho
DH5a supE4lacUl69 (80lacZ M15) hsdR17 HANAHAN,
Escherichia recAlendAllgyrA96thi-1relAl 1983
coli S17-1 294::RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7) SIMON;PRIEFER
PUHLER 1983
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Tabela 2- Plasmideos utilizados

Descricao Referéncia
pEL4 Vetor de fusdo de transcricao pREZ290 LANG;

contendo a regido promotora e a regido ativadt MARQUES, 2004

do genecspD
pEL5 Vetor de fusdo de transcricdo pREZ290 LANG;

contendo a regido promotora do gespDmas MARQUES, 2004

sem a regido ativadora
pCAl Vetor de fusdo de transcricao pREZ290 Este trabalho

contendo somente a regido promotora (a partir

—35) do genespD
pBC KS Vetor de clonagem , replicon ColE1, ClI Stratagene
pGEM-T Easy Vetor de clonagem, Ap Promega
PNPTS138 Replicon ColE1, oriTpnpt (Km') sacB derivado  D. Alley

do pNPTS129
pSUP2021 Plasmidio contendo o transposon Tn5 SIMON; PRIEFER;

PUHLER 1983
pRKlacz290 Vetor de fusdo de transcricdo lacZ,"T@plicon GOBER;

IncP1, oriT SHAPIRO, 1992
pCA38 pUJ142 contendo o gespoT Este trabalho
pCA39 pUJ142 contendo o gesedR Este trabalho
pCA40 pUJ142 contendo o gespdRD64A) Este trabalho
pCA401 pPROEX-HTa contendo o gespdRD64A) Este trabalho
pPROEX-HTa Votor de expresséo, (af)p Invitrogen
puJ142 Vetor utilizado para as complementagdes MASCARENHAS;

contendo promotor induzido por xilose, (cfflor WEBER;

Trx-His CC0247

Trx-His CC0248

Cosmid1G4

pCA50

Vetor de expressao com a regiao codificante d

genespdR

Vetor de expressdo com a regiao codificante d

genespdS

pPLAFR5 contendo nt 1710345-1739376 do
genoma dé&€. crescentus
pUJ142 contendo o gerspD

GRAUMANN, 2001
SKERKER, et al.
2005

SKERKER et al.,
2005

ALLEY etal., 1991

Este trabalho

3.3 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados nesta etapa dalinabestao listados na Tabela 3.
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Tabela 3- Oligonucleotideos utilizados

Nome Sequéncia (5— 3)

M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG

M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

R3 ATGTGACCTCCTAACATGGT

L7 CCATCTCATCAGAGGGTAGT

CAP-2 GGATCCGTCATTGACGGCTCTCCTCAC
CSPD-B ATAGAATTCTGGTGACGATCTCGACC
LacZup TGACGGCTACCATCA

CSPD-E AAACTGCAGATTCGTCCCGAGATGATTCC
RELA-1 GGGGCCCGCGTATCTGAACG

RELA-2 GGGATCCGCTTCGGTCACAGCGGACG
RELA-3 GGGATCCCAAGCACCTGACCAACATC
RELA-4 CCCTGCGGCGCGGAATTCGTCG

RELA-5 GAGGCCTTGTTGGAAGCCGCC

CSP2-A ATTGGATCCATATAACGGCTATGTTCC
CAROL-1 AAGCTTCAAAATCGTAACCAGACATCCC
REG-1 CGAATTCATGGCGGATATCGGAGAACT
REG-2 CTTCGAAGCGAGGGAGCAACTTAAAGC
RR-1 CGGGCCCCCAACTCCAATCTGCTGTGG
RR-2 TGGATCCTCCGCCATAAAAGTCAGCGC
RR-3 CGGATCCAGAAGCGTTTAAGTTGCTCCCTC
RR-4 AGAATTCGTTTGAATTATAATCGGGAGGA
MutDA1 CATGCTGTTCTGGCCATGCGGCTGGAG
MutDA?2 CTCCAGCCGCATGGCCAGAACAGCATG
CSPD-R1 AAAGAATTCATGTCTGGTTACGATTTTGAGG
CSPD-R2 AAAAAGCTCGCCTGTGGATCATCACTTCG
RT-2A TGGTTACGATTTTGAGGACG

RT-2B GTTGAACCATTTCACCTTGG

* Nucleotideos sublinhados indicam sitios de restrigéorporados aos oligonucleotideos.

3.4 Transformacéo de DH% por eletroporagao

Células competentes foram preparadas a partir geauttura de 500 ml de D5

Esta cultura foi incubada a 37 °C até atingir um@.ky nmde 0,5 - 0,6, sendo resfriada em
banho com de $# com gelo por 15 minutos, transferida para tubescentrifuga pré-
resfriados e centrifugada a 4 °C por 10 minuto80® X g. O meio de cultura foi desprezado e
as ceélulas ressuspendidas em 100 ml g MilliQ estéril gelada, centrifugando-se a 4 °C
por 40 minutos a 5000 x g. Desprezado o sobrenadastcélulas foram ressuspendidas em
40 ml de HO, e centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 5000. YAgy células foram
ressuspendidas em 5 ml de glicerol 10% geladoriftezdadas a 4 °C por 10 minutos a 5000 x
g e ressuspendidas em 5@Gde glicerol 10% gelado. As células foram distittas em tubos

Eppendorf (aliquotas de 4M), congeladas em gelo seco e guardadas a —70 °C.
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Na transformacé&o foram utilizados gode E. coli DH5a e 1pl da reacéo de ligacao.
A mistura foi transferida para uma cubeta de gbetracdo gelada e entdo, as células foram
eletroporadas a 200, 25uF e 1,8 KV. As células foram incubadas em meio bBYhora a

37°C e depois semeadas em placas de LB e incua&¥a¥C por 16 horas.

3.5 Conjugacao

A linhagemE. coli S17-1 foi utilizada como doadora de plasmideoa painhagem
parental NA100OO de&. crescentusOs plasmideos foram introduzidos na linhadgencoli
S17-1 por eletroporacéo. A linhagem receptora NAR1@EC. crescentug a doador&. coli
(portadora de plasmideo camnT) foram misturadas com o auxilio de uma al¢ca dienalam
PYE sélido e incubadas por 16 horas a temperatataeate para permitir a conjugacado. Em
seguida, a selecéo foi feita em placas de PYE ndatécido nalidixico, poig. coliS17-1 é
sensivel eC. crescentuse resistente, mais o0 antibiotico cuja marca dest@xia era

codificada pelo plasmideo.

3.6 Construcao da biblioteca de mutantes

A insercao do transposon foi realizada atravésodgugacao da linhagem NA1000 de
C. crescentusom umeE.coli S17-1 doadora, carregando o plasmideo suicida p&1Pque
contém o transposon Tnb5.

As duas linhagens foram cultivadas durante uma re# conjugacao foi feita com 5
ml de uma cultura de NA100O e 1 ml de uma cultw& @oli S17-1 e em seguida 6 ml da
mistura foram filtrados em membranas de Qb de poro. Estas membranas contendo as
células foram colocadas em placas de PYE durantate na estufa a 30 °C para ocorrer a
conjugacao. A seguir, as células na membrana foegsuspendidas em 1 ml de meio PYE,
diluidas 10 vezes e semeados 10@a diluicdo em placas contendo canamicina e acido
nalidixico e incubadas durante 3 dias.

Através da selecdo com o antibiotico canamicingnap as colénias contendo o
transposon inserido no genoma sobreviveram. As@ddbtidas foram inoculadas em meio
PYE contendo canamicina em placas de 96 pocos. dpésscimento a 30 °C durante a noite
com agitacdo constante de 140 rpm, uma coOpia detbita foi estocada a —80 °C com
DMSO 10% e outra copia foi mantida em placa, parstgrior isolamento de mutantes de

interesse.
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3.7 Varredura da bhiblioteca de mutantes

Uma biblioteca de mutantes @& crescentusontendo 7500 clonef®i gerada por
mutacdo aleatdria induzida pelo transposon Tn5 I(IANI, MARQUES, 2003 e este
trabalho). Com o auxilio de um carimbo de metahpaacas de Petri, todos os clones da
biblioteca foram transferidos para placas de PYi& canamicina, onde cresceram durante
dois dias. Células de. coliS17-1 contendo o plasmideo pEL 4 foram semeadadasas de
PYE com a ajuda da al¢ca de Drigalski e incubad2 @ durante quatro horas. Sobre essas
células, foram carimbadas com o carimbo de metabk®iias de mutantes da biblioteca de
C. crescentusAs placas foram deixadas a 30 °C durante uma paita ocorrer a conjugacao.
Esses mutantes foram novamente carimbados em mlacB¥E com canamicina (marca de
resisténcia do transposon), tetraciclina (marcaedésténcia do plasmideo pEL4) e acido
nalidixico e deixadas a 30 °C por trés dias. Piosteente, foram transferidas para placas de
96 pocos contendo 150l de meio liquido PYE com canamicina, tetraciclieaacido
nalidixico e deixadas a 30 °C com agitacdo de p#d durante dois dias. Essas células,
depois de dois dias, estavam em fase estaciomafi, realizado o ensaio com X-Gal (5-
bromo-4cloro-3-indolil-D-gactopiranosideo). Foramic@onados a cada poco |4 de uma
solucéo 20 mg/ml de X-Gal e aguardou-se alguns tosnaté que as colonias ficassem azuis.
Esse ensaio foi realizado juntamente com os castrq@ositivo NA100O (pEL4) e negativo
NA1000 (pELS). As colGnias que ficassem azuis slgrarecidas com o controle negativo

eram selecionadas para ensaifd-dgalactosidase (Figura 9).
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Figura 9 - Esquema da varredura da biblioteca de mutantes.
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Os clones da biblioteca mutados com Tn5 sofrerarjugacéo com células de coli S17-1 contendo

o plasmideo pEL 4. Através de ensaios com X-Galnfioselecionados alguns clones para ensaio de
atividade dg8-galactosidase.

FONTE: da SILVA,C. A.P. T

3.7.1 Ensaio de atividade dkGalactosidase

Para quantificar a expressao dgpD nos mutantes foi realizado o ensaio [tle
Galactosidade (MILLER, 1972). Os mutantes seledorapor X-Gal foram crescidos em
meio liquido PYE com canamicina, tetraciclina ed@analidixico durante dois dias. Em um
tubo de vidro foram adicionados 0,8 ml de tamp@dZHPO,.7H,O 60 mM; NaHPO,.H,O
40 mM; KCI 10 mM; MgSQ.7H,O 1 mM; B-mercaptoetanol 50 mM), 0,1 a 0,2 ml das
culturas em fase estacionaria e }0ale cloroférmio, misturando brevemente e incubando
por 5 minutos a 30 °C. A segquir, foram adiciona@@sml de ONPG (4 mg/mL O-nitrofenil-b-
D-galactosideo em tampao fosfato de potassio 100pidM,0), misturando e incubando a 30
°C por 5 minutos, em seguida a reacao foi paradaG;d ml de NgCO; 1 M. A mistura foi
transferida para um tubo e centrifugado por 5 nomiat 12000 rpm. A fase aquosa foi retirada
e a leitura da absorbancia foi feita a 420 nm ecéadas a 600 nm. As unidades de atividade

de-galactosidase foram calculadas da seguinte forma:
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Unidades= 1000 x [A420/(T x VV x A600)]

onde T=tempo em minutos e V= volume em ml

Este ensaio foi realizado juntamente com os canoskitivo C. crescentu®NA1000

contendo pEL4) e negativ€( crescentuslA1000 contendo pELDS).

3.7.2 ldentificacdo dos genes interrompidos pelo Tn5motantes isolados

Para identificar o gene interrompido em cada lienagnutante e determinar o sitio de
insercdo do Tn5 foi necessario utilizar duas esgras: PCR reverso e clonagem direta no
vetor pBC KS.

Clonagem no vetor pBC KS

3.7.3 Minipreparacdo de DNA cromossomal

O DNA cromossomal foi preparado como descrito ploerCe Kuo (1993). Os clones
selecionados foram inoculados em 2 ml de meio Pofffedo canamicina e incubados a 30
°C durante a noite com agitacdo constante de 200D cada cultura foram transferidos 1,5
ml para Eppendorfs e estes foram centrifugadod poinuto a 12000 rpm. As células foram
ressuspendidas em 2(QDde tampéo de lise (Tris—acetato 40 mM pH 7,8;t&twede sédio 20
mM; EDTA 1 mM; SDS 1%) e pipetadas vigorosamente. $£guida foram adicionados 66
pl de uma solucdo de NaCl 5 M, para remover proseéndebris celulares, agitando ate a
mistura ficar viscosa. Esta mistura foi entdo ¢rigada a 4 °C por 10 minutos a 12000 rpm.
O sobrenadante foi transferido para um novo tulfoi edicionado um volume igual de
cloroférmio. Os tubos foram invertidos gentiimentg a mistura ficar leitosa e sem
apresentar separacao de fases. Essa mistura fafugada por 3 minutos a 12000 rpm e o
sobrenadante foi transferido para outro tubo. Eitianado entdo, o dobro do volume de
etanol e em seguida a mistura foi centrifugada J@bminutos a 12000 rpm. O DNA foi
lavado com etanol 70% por duas vezes, seco e pesslido em 5@l de TE (Tris-HCI 10
mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0).

Da preparacdo de DNA cromossomal obtida acimal foram digeridos com a

enzima de restricddpa (Invitrogen) em volume final de 2l no tamp&o da enzima e



47
MATERIAIS E METODOS

mantidos em banho-maria por 16 horas a 37 °C. Huida a digestdo foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao ddadmBE 1X, sendo realizada a corrida a
100 V, utilizando como marcador de peso moleculdb blus (Invitrogen). Apés a corrida, o

gel foi corado com brometo de etidio P@/ml e foi analisado sob luz UV.

3.7.4 Clonagem do fragmento contendo Tn5 no vetor pBC KS

Cerca de 300 ng do vetor foram digeridos com angmaipa (Invitrogen) em 2Qul
total durante 2 horas a 37 °C. Em seguida foizad& a ligacdo do vetor ao DNA gendmico
extraido das linhagens mutantes isoladas da lebhopreviamente digeridos cofypa. A
ligacdo foi realizada com 200 ng de DNA gendmics dutantes para 20 ng do vetor em
volume final de 20ul durante toda a noite a temperatura ambiente.uklizado 1 pul da
ligagdo na transformacgéo por eletroporacgéo Eencoli DH50 e os transformantes foram

selecionados por crescimentos em placas de memhindo canamicina e cloranfenicol.

3.7.5 Minipreparacdo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi preparado pelo método de ladealina (AUSUBEL et al.,
1995). Colbnias brancas de coli DH5a, transformadas com o vetor pGEM contendo o
fragmento com parte do DNA cromossomalQGlecrecescentus do transposon Tn5, foram
inoculadas em 2 ml de meio LB contendo ampicilimacebadas a 37 °C durante a noite, com
agitacao constante de 200 rpm. Foi transferidaril,Be cada cultura para tubos Eppendorf,
centrifugando-se por 5 minutos a 12000 rpm. Aslaglforam ressuspendidas em 10@e
solucéo | (glicose 50 mM; EDTA 10 mM; Tris-HCI 25MnpH 8,0) gelada e em seguida
foram adicionados 200l de solucéo Il (NaOH 0,2 N; SDS 1%). Ap6s homoggagdo por
inversdo, adicionaram-se 1h0de solucéo Il (acetato de potassio 3 M; acidétiao glacial
11,5%) gelada e agitou-se por 10 segundos. Os fobm® centrifugados por 5 minutos a 4
°C e 13000 xg e os sobrenadantes, transferidos para outro tubiwioRou-se 0 mesmo
volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (28:2), e centrifugou-se por 5 minutos a 4
°C e 13000 x. A fase aquosa foi precipitada com 2 volumes deatgelado por 5 minutos e
centrifugada por 5 minutos a 4 °C e 13000.0s precipitados foram lavados com etanol
70%, secos e ressuspendidos emlaf: TE contendo 2(Qg/ml de RNAse A. Para confirmar
a clonagem dos fragmentos corretos, 500 ng da repapacdo do vetor pGEM-T Easy e
digeridos com enzimicaRl. A digestao foi submetida a eletroforese emdgebgarose 1%
para confirmacgao da clonagem do fragmento no @M.
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3.7.6 Seguenciamento dos clones positivos

O sequenciamento dos clones foi realizado utilizamdit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems do BraSi#io Paulo, SP, Brasil). O DNA dos
fragmentos clonados no vetor pBC KS foram sequdosi®m um sistema automatizado,
utilizando o iniciador R3, o qual hibridiza a 3’ depeticdo invertida (IR) do transposon.
Aproximadamente 0,5ig da preparacdo plasmidial obtida através do kizan® Plus SV
Minipreparagbes Kit” (Promega) foi transferida pamam tubo contendo o iniciador na
concentracdo de 3,2 pmol. Adicionou-sepl3do tampéo e 1yl da mistura “Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit”, e o volume foinqdetado com KD para 10ul. As
condicbes da PCR foram: 95 °C por 5 minutos, seguie 35 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 esindpos os 35 ciclos as reagdes foram
mantidas a 4 °C até a precipitacao por isoprapBaoh a precipitacdo foram adicionados 100
pl de isopropanol 75% em 10 da PCR, misturados e deixados por 10 minutosegouso.
Os tubos foram centrifugados por 50 minutos a 4p@®a 20 °C, e em seguida foi feito um
pulso com os tubos invertidos. Os precipitadosnfiotavados duas vezes com 1f0de
etanol 70% e foram centrifugados por 10 minuto®@04pm a 20 °C. O DNA foi seco a 37
°C por 30 minutos e ressuspendido em |#,5e Tampédo de amostra. As amostras foram
deixadas por 2 horas em temperatura ambiente cantdua noite a 4°C e entdo foram
desnaturadas por calor para serem aplicadas nellapaite sequenciamento ABI-377-36
Autosequencer (Perkin-Elmer Biosystems Inc., Fo§igy, CA, E.U.A.).. As sequéncias
foram comparadas com o banco de dados de sequédacidNA (GenBank), usando o
programa BLAST (ZHANG; MADDEN, 1997).

PCR reverso

Os DNAs gendémicos das linhagens mutantes sele@srfacam extraidos (item 3.7.3)
e cerca de 500 ng de DNA foram digeridos com aneaPist (Invitrogen) no préprio tampéao
da enzima, durante 16 horas a 37 °C. Para que amgndintos digeridos confPst
circularizassem, foram realizadas ligac6es conténdg de DNA cromossomal digerido na
presenca de 5 U de T4 DNA ligase (Invitrogen), wemvolume final de 10Ql. Cerca de 5
pl da ligacao foram utilizados para a PCR, confollostra a figura 10.

As PCRs foram realizadas com @ da ligacdo acima; 50 pmol de cada
oligonucleotideo (R3 e L7) que hibridizam na IStdimsposon; 0,2 mM de cada dNTP; 1,5
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mM MgCly; 0,5 U de Tagq DNA Polymerase Platinum (Invitrogenfampéo fornecido pelo
fabricante. As condi¢cdes da PCR foram de 95 °C5pminutos, seguidos de 40 ciclos de 95
°C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto e 72 °C por ihuto. Apdés os 40 ciclos a reacgao
permaneceu a 72 °C por 7 minutos e em seguidapetatara foi mantida a 4 °C. As reacdes
foram visualizadas em gel de agarose 1%. Apoésridapio gel foi corado com brometo de
etidio e foi visualizado sob luz UV.

Para o isolamento de fragmentos, apos a corridaarte foi feito abaixo das bandas
visualizadas, em seguida uma membrana DE-81 foicipoada neste corte. O gel foi
reposicionado na cuba e a eletroforese se reinmaowcerca de dez minutos, de modo que o
fragmento fosse transferido para a membrana. Emdge@ membrana foi embebida em 500
pl de solugéo de isolamento de DNA (1 M NaCl; 10 mig-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8)

e foram adicionados 1y de tRNA de levedura. Apés 16 horas em temperaitziente, a
solucdo foi submetida a limpeza pelo protocolo elef.cloroférmio (item 3.7.5) com a 22
repeticdo da limpeza apenas com cloroformio. O DidiAprecipitado com duas vezes o
volume de etanol 100%, por uma hora a -80 °C, #iftegado por 15 minutos a 12.000 rpm a
4 °C. Apos a precipitacao foram efetuadas duagémsacom etanol 70% e entdo, as amostras
foram secas e ressuspendidas em TE. Os fragmeuntidicguos foram clonados no vetor

PGEM-T Easy e inseridos por eletroporacéokenoli DH5a.
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Figura 10 - Esquema da reagao de PCR reverso.
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O cromossomo d€. crescentugsta em branco e indicado pelas letras A e Bubrapresenta as IS
do Tn5 e o roxo genes internos do Tn5 (inclusivgeoe de resisténcia a canamicina). O DNA
gendmico dos mutantes foi digerido com a enzimaedtricdo Pstl. Os circulos representam o0s
fragmentos Pstl que contém parte do DNA genbmiparte das IS do Tn5, ligados e circularizados.
As siglas R3 e L7 representam os oligonucleotidéiizados no PCR. As regibes amplificadas foram
sequenciadas.

FONTE: da SILVA,C. A.P. T

3.8 Ensaios de expresséo do genspDem diferentes meios

A expresséo do gerospDfoi determinada por ensaio de atividadeidgalactosidase
nas diferentes linhagens Para se avaliar a expregsgene em diferentes meios de cultura,
células de NA100O, SP0200, SP0210 e SP0247 amteplasmideo pEL4 ou pEL5 foram

inoculadas nos meios indicados na tabela 4, déupdaia uma Dg)o de 0,1 e, ao chegar a
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uma DQqoigual a 0,5, tiveram a expressao do gespbDavaliada por ensaios de atividade de
B-galactosidase em diferentes tempos da curva deigrento (meio da fase exponencial, 24
h e 48 h). Para os ensaios de caréncia total desgliou amoénia, culturas de NA1000 e
SP0200 conttendo o palsmideo pEL4 ou pEL5 forascatas em meio M2G durante a noite,
diluidas para uma Dfh de 0,1 e ao chegar a uma §®igual a 0,4 (meio da fase
exponencial), foram submetidas a caréncia de ant@nglicose. Para isso, as culturas foram
centrifugadas e ressuspendidas em meio M2G (cehtidR sem glicose e M2 sem NEl e
crescidas durante 24 horas. A atividade do promieéarspD a montante do gene reporter
lacZ foi determinada através de ensaiospegalactosidase no momento da separacado dos

meios, com pontos a cada hora durante 5 horaspouota de 24 horas.

Tabela 4 -Composicao dos meios M2

Meio de Glicose NH4CI Peptona | Xilose
cultura (0,05%) (0,2%) | (0,3%)
M2G* 0,2% + -
M2P - + +
M2G(-N) 0,2% - -
M2G 0,02% 0,02% + -
M2X - + - +

*Meio M2 Completo (NaPOy 0,5 g/l; KHPO, 1,74 g/l; NHCI 1,06 g/l; pH 6,9; RSO, 1 mM;
glicose 0,2%; MgS®1 mM; CaC} 0,5 mM).

3.9 Construcado do mutante nulodspoT

3.9.1 Amplificacdo dos fragmentos para construcdo do meta

As PCRs foram realizadas utilizandopty de DNA gendmico; 50 pmol de cada
oligonucleotideo (RelA-1/ReLA-2 e RelA-3/RelA-4);52U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 0,2 mM de uma mistura de dNTP’s; 586MSO (dimetilsuféxio); 1,5 mM de
MgCl, e 1 X tampéo PCR fornecido pelo fabricante. Asdagies do PCR foram de 94 °C
por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94 °C paegundos, 65 °C por 30 segundos e 68 °C
por 1 minuto. A seguir as reacdes passaram por mmaisiclo de 68 °C por 5 minutos. Os
fragmentos obtidos RelA-1/RelLA-2 (700 pb) e RelR&8A-4 (950 pb) foram clonados no
vetor pGEM (Promega) e sequenciado conforme desat item sO que utilizando os

oligonucleotideos: M13 Foward (-20) e M13 Reverse
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3.9.2 Clonagem das reqides flanqueadoras do g deletado no plasmideo pNPTS138

Depois de clonados no vetor pGEM e sequénciaddragsnentos RelA-1/RelLA-2
(700 pb) e RelA-3/RelA-4 (950 pb) foram digeridosnc EcaRl/BanHIl e Apal/BanHl,
respectivamente e purificados do gel com o Kit ‘laBpin extract Il (Machery-Nagel).
Primeiramente, o fragmento RelA-3/RelA-4 (950 pbi) ¢dlonado no vetor pNPTS138, em
seguida foi verificada a clonagem, e posteriormémtdigado o fragmento RelA-1/RelLA-2
(700 pb) e verificada a clonagem.

As ligacdes foram feitas com aproximadamenteu@d,2lo pNPTS138 digerido com 1
ug do fragmento digerido com as mesmas enzimas quetas, 1 U de T4 DNA ligase
(Invitrogen) em tampao fornecido pelo fabricantsreum volume final de 2QL. As reagdes
ocorreram a 19C por 5 horas. Esta ligacéo foi inseridaEntoli S17-1, por eletroporacéo e
semeadas em placas de LB contendq&Onl de canamicina (item 3.4). As placas foram
incubadas a 37C por 16 horas. As colbnias obtidas tiveram o DNasmidial isolado e

digerido para verificar a presenca do inserto d# kb e assim selecionar o clone positivo.

3.9.3 Obtencdo da linhagem recombinanteCaeilobactercrescentus

O plasmideo recombinante positivo obtido no itenter@or foi transferido para a
linhagem NA1000 deC. crescentugpor conjugacao (item 3.5). A mistura de células fo
semeada em placas PYE contendagfml de canamicina e 20g/ml de acido nalidixico e
estas foram incubadas em estufa a 30 °C. Por cagpam de replicar er@. crescentuso
plasmideo se integra por recombinagcdo homologa,cd@ia do gene cromossomal
correspondente. Essa etapa foi selecionada petiéresa dos recombinantes a canamicina,
ja que o pNPTS138 apresenta marca de resistémesigeaantibidtico. Para confirmar e mapear
o local da integracdo do pNPTS138 recombinantaamma@ssomo d€. crescentusos DNAsS
gendmicos de algumas das colbnias, obtidas nagacio, foram isolados e analisados por
PCR (item 3.9.1) utilizando os oligonucleotide@$li®Rel4 .

Posteriormente, colénias obtidas da primeira recoagho foram incubadas a 30 °C
sob agitacdo em PYE sem adi¢do de antibiéticog@droras para permitir o segundo evento
de recombinacdo homdloga, onde h& a saida do plesndia célula juntamente com uma
copia do gene alvo. Estas culturas foram entdoeadas em placas contendo 3% de sacarose.
A sacarose é convertida em um metabdlito téxico pebduto do gensacB presente no
pNPTS138. Sendo assim, apenas linhagens que parderglasmideo sdo capazes de
sobreviver neste meio de cultura, permitindo acseledas células que sofreram a segunda
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recombinacdo. Das colonias obtidas, cerca de 1Bmfaepicadas simultaneamente no
mesmo meio, contendo ou ndo canamicina, para selcaquelas que fossem sensiveis a
canamicina e gue crescessem no meio sem esteddntibiOs recombinantes sensiveis a
canamicina tiveram seu DNA gendmico extraido eisadb por PCR conforme descrito no
item 3.9.1, mas utilizando os oligonucleotideosARkle RelA-5, e as condi¢cdes da PCR
foram de 95 °C por 3 minutos , seguidos de 40 €id® 94 °C por 30 segundos, 67 °C por 30

segundos e 72 °C por 4 minutos.

3.10 Construcéo do plasmideo pCAl

O DNA cromossomico foi preparado como descritotemi3.7.2, e foi realizado um
PCR a partir do DNA cromossomico @e crescentusitilizando os oligonucleotideos CAP-2
e CSPD-B com a temperatura de anelamento de 68 PCR foi realizada como descrito no
item 3.9.1.

O fragmento amplificado de 850 pb foi ligado noovepGEM, e inserido por
eletroporagéo eriz. coli DH5-a. As células foram semeadas em meio LB contenda 28
X-Gal (20 mg/ml), 25ul de IPTG (mM) e 100ug/mL de ampicilina. As placas foram
incubadas a 37 °C por 16 horas. As colbnias braab#ddas tiveram o DNA plasmidial
extraido e digerido com a enziBadR| para confirmar a clonagem. Confirmada a clonggem
o DNA plasmidial foi isolado e sequénciado.

O DNA plasmidial foi digerido com as enzim@anH| e Psi, gerando um fragmento
de 650 pb. Esse fragmento foi clonado no vetor IpB&R90 previamente digerido com as
mesmas enzimas. Essa construcdo foi introduziddini@gem S17-1de E. coli por
eletroporacéo e os transformantes foram selecienpolocrescimento em placas de meio LB
contendo tetraciclina.

Para detectar a inser¢cdo do fragmento foi realizada PCR com os iniciadores,
Lac290up e M13 forward-20, que amplificam o sitialltiplo de clonagem do vetor
pRKlacZ290. Quando ndo ha fragmento clonado, o resultad®@R é um fragmento de 150
pb. Quando hé inserto clonado, o resultado da oeacdm fragmento de 150 pb mais o
tamanho do inserto. Os DNAs plasmidiais de 10 gaforam extraidos e utilizados como
molde na PCR como descrito no item 3.9.1, com teatype@ de anelamento de 55 °C por 1
minuto. Os fragmentos que apresentaram o tamameoaek tiveram suas colonias originais
semeadas em placas LB com tetraciclina para saremegidas a conjugacdo com a linhagem
NA1000.
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3.11 Complementacéo e vetores de expressao

Para a construcdo do plasmideo para a complementigédmutanteAspoT, foi
retirado do cosmideo 1G4 (ALLEY et al., 1991) uagfento de 3.8 kb com a enzidpa |,
contendo o genspoTe sua regido promotora. Este fragmento foi clonameetor pUJ142
previamente digerido com a enzimdgal, gerando o plasmideo pCA38 que expressa a
proteina SpoT pelo proprio promotor do gene.

A regido codificante do genspdR foi amplificada por PCR utilizando os
oligonucleotideos REG-1 E REG-2. Posteriormentagniento foi clonado no vetor puJ142,
gerando o plasmideo pCA39 que expressa a prot@dR Selo promotor do vetor que é
induzido por xilose. Todas as reacfes de PCR foemiizadas utilizando a enzima de alta
fidelidade (FideliTag™ DNA Polymerase, USB Co., @kand, OH, E.U.A.) e usando como
molde a regido codificante do gespdR Para gerar o genspdR modificado, foram
realizadas subsequentes reacdes de PCR utilizasidooligonucleotideos complementares
mutados (MutDA1 e MutDA2), combinados com oligomatideos externos (REG-1 e REG-
2), desta maneira amplificando o fragmento conteadsubstituicdo do cédon do &cido
aspartico pelo codon de alanina na posicao 64ataipa.

O fragmento mutado foi sequenciado para confirmrautacdo na posicao correta e se
nao havia ocorrido mutacdo secundaria durante adifebacdes (Figura 11). O fragmento
contendo o genspdRD64A) foi subsequentemente clonado em fase norvettl142,
gerando o plasmideo pCA40. O mesmo fragmento fomatlo no vetor pPROEX-Hta,
gerando o plasmideo pCA401.
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Figura 11 - Esquema da mutacao sitio-especifica.
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Mutagdo sitio-especifica no cdédon do &cido asméntia posicdo 64 do regulador de resposta
(CC0247).
FONTE: da SILVA,C. A.P. T

3.12 Construgao da linhagem mutanteC. crescentugispoT4spdR

O mutante duplatspoUspdRfoi construido sobre a linhagem SP0200. As regides
flanqueadoras do gerspdR foram amplificadas por PCR utilizando os oligoeatideos
RR1/RR2 e RR3/RR4 com temperatura de anelamentb &€, gerando amplificacdes de
950 pb e 970 pb, respectivamente. As duas regdiesnfprimeiramente clonadas no vetor
suicida paraC. crescentuspNPTS138 e apdés a clonagem o mesmo foi introdun@o
linhagemC. crescentu$SP0200 para gerar a delecdo do ggdRpor dupla recombinacao.
Desta maneira, obtivemos a linhagem mutasi@o TAspdR ,nomeada de SP0210.
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3.13 Expressao de SpdR e SpdS

Os plasmideos TrX-His CC0247 e Trx-His CC0248, eondb respectivamente a
regido codificadora do regulador de resposta (Sgd&mnary phasespD Regulator) e parte
da histina quinase (SpdS=Stationary phaseD Sensor), fusionados com cauda de histidina
foram gentilmente cedidos pelo Dr. Michael Laub TM(SKERKER, et al. 2005). Estas
construcdes foram utilizadas para expressar agipest correspondentes dm coli. O
plasmideo pCA401 foi utilizado para expressar agfma mutada SpdR(D64A). As proteinas
foram expressas el coli DH5-0 a 37 °C e induzidas com 3Q®1 de IPTG. A purificagéo

foi realizada usando uma coluna de cromatograf@idedade por Ni (Quiagen).

3.14 Fosforilagcéoin vitro

O ensaio de fosforilagcdo foi realizado como desdi®KERKER, et al. 2005). Neste
ensaio utilizou-se M de SpdS para a autofosforilacdo em tampéo dewstsuplementado
com 5uCi [y-**P]JATP a 30 °C durante 15 minutos. Ap6s a autofdsigio foi adicionado na
reacdo 5uM de SpdR purificado. As reacdes de fosfotranst@eéforam realizadas em
diferentes tempos (30 s, 2 min, 10 min e 30 miwME controle do ensaio, foi realizada uma
reacdo de fosforilagdo somente com a histidinaageinAs reacdes foram paradas com a
adicao de 3,pl de tampé&o de parada 4X (500 mM Tris-HCI [pH 688} SDS, 40% glicerol
e 400 mM deB-mercaptoetanol). As amostras foram aplicadas dm@ SDS-PAGE e o
gel foi seco e exposto a filme de raio-X.

3.15 Ensaio de mobilidade em gel (EMSA)

A regido promotora do genespD foi amplificada por PCR usando os
oligonucleotideos CSP2-A e CAROL-1 com temperatiganelamento de 55 °C. O ensaio
foi realizado como descrito em (da SILVA NETO et 2009). As sondas foram marcadas
com 20uCi [y-**P]ATP utilizando a enzima T4 polinucleotideo quimaénvitrogen) e a
reacao de ligacdo ao DNA foi realizada emuBtbtal contendo 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mM
de proteina SpdS purificada. As proteinas puriisadpdR e/ou SpdR(D64A) foram
inicialmente incubadas com SpdS na presenca dald,8e ATP nas condi¢cdes descritas em
(SKERKER et al. 2005). No ensaio de competicdo,utdizado um excesso de 30 x do
fragmento especifico (competidor especifico) nadacado juntamente com o fragmento
especifico marcado, em outra reacédo foi utilizasoam excesso de 30 x do fragmento nao
marcado da regido codificante do gene CCNAOl712npedidor ndo especifico) com o

fragmento especifico marcado, ambas as reac6es) fralizadas com 0.p6M de SpdR
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purificada. Depois da incubacao a 30 °C durantemBuitos, as amostras foram aplicadas em
gel de poliacrilamida 5%. A corrida foi realizada eampé&o 0,5x Tris-Borato (TB) durante 2

horas a 40 mA. Apos a corrida o gel foi seco e stpem filme de raio-X.

3.16 Ensaio de ‘DNAse | Footprinting’

O ensaio de DNAse | footprinting foi realizado como descrito em (DA SILVA
NETO et al. 2009). Os mesmos oligonucleotideos enasmas condi¢cbes usadas para
amplificar a regido promotora @spDno ensaio EMSA foram utilizados na reacdo de PCR
para amplificar o fragmento utilizado faotprinting com excec¢ao que neste caso a marcagao
foi realizada previamente nos oligonucleotideosaigdo fragmentos marcados em apenas
uma das fitas de DNA de cada vez. As amostras fananbadas com a proteina purificada
His-SpdR em diferentes concentrac¢des (0,1; 0,25 gNd). O DNA foi digerido com 0.05U
de DNAse | RQ1 sem RNAse (Promega) durante 1 Amsequéncias de cada um dos
fragmentos foram obtidas por reacdes de sequenciarnem o ‘kit’ Thermosequenase Cycle
Sequencing (USB), segundo instru¢des do fabricatitezando os mesmos oligonucleotideos
e plasmideo contendo o fragmento da regido promatecspD clonado para ser utilizado
como molde. As amostras foram aplicadas em geledeesnciamento 6% poliacrilamida-

uréia.

3.17 Construcao do plasmideo pCA50

Foi realizada uma PCR a partir do DNA cromossonde€. crescentusitiizando os
oligonucleotideos CSPD-R1 e CSPD-R2 com a temperdiianelamento de 55 °C.

O fragmento amplificado de 700 pb foi ligado noovepGEM, e inserido por
eletroporacdo enkt. coli DH5-0. As células foram semeadas em meio LB/ampilicilina
contendo 25ul de X-Gal (20 mg/ml). As placas foram incubada37a°C por 16 horas. As
coloénias brancas obtidas com esta transformacasativ o DNA plasmidial extraido e
digerido com a enzimicdRI para confirmar a clonagem. Confirmada a clonggerdNA
plasmidial foi isolado e sequenciado.

O DNA plasmidial foi digerido com as enzim&adRl e Hindlll, gerando um
fragmento de 700 pb. Esse fragmento foi clonadeetor pUJ142 previamente digerido com
as mesmas enzimas. Essa construgao foi introdumdédnhagem S17-He E. coli por
eletroporacéo e os transformantes foram selecienpolocrescimento em placas de meio LB

contendo cloranfenicol.
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Para detectar o inserto no vetor pUJ142 foi reddéizaima PCR, sendo os
oligonucleotideos utilizados, CSPD-R1 e CSPD-R2.0D8As plasmidiais de 10 colbnias
foram extraidos e utilizados como molde na PCR cdeserito acima, com temperatura de
anelamento de 55 °C por 1 minuto. Um clone contenftagmento de tamanho esperado foi

semeado em placa LB com cloranfenicol para posteojugacdo com a linhagem NA1000.

3.18 WesternBlot

As culturas (NA1000 contendo pUJ142 ou pCA50) foraoubadas a 30 °C em meio
PYE/cloranfenicol. Todas as culturas foram diluiggasa uma D@y 0,05, e tiveram as
proteinas totais extraidas apos 0, 4 e 24 horasdigdo da proteina CspD com 0,3% de
xilose. As aliquotas retiradas (1 ml) foram cengédas por 5 minutos para baixar as células,
e estas foram ressuspendidas em solucdo O 2xb@ses0,62 mM; SDS 10%; DTT 0,01 mM,;
glicerol 0,2%; azul de bromofenol 0,01%; pH 6,8)v@ume de solucdo O 2X foi 30 para
0 ponto inicial e, para os demais pontos de indugaeolume foi calculado com base na
densidade Optica que as culturas atingiram no pmrisiderado.

As amostras acima foram fervidas por 3 minutos pl@snaturacdo das proteinas e
centrifugadas por 5 minutos para separacido daseéngsl Do sobrenadante, foram retirados
20 ul para aplicacdo em gel de SDS-poliacrilamida 1%#flizando o padrdo de peso
molecular Page Ruler Prestained Protein Ladden(&eatas). A eletroforese ocorreu a 200 V,
por 50 minutos em tampao de corrida 10% SDS. Apétetioforese, as proteinas foram
transferidas para filtros de nitrocelulose em tampi@ transferéncia (Tris-Base 0,33%;
Glicina 1,4%; Metanol 20% e completar cosCHdestilada para 1 litro de solug&o) por 1 hora
a 4°C, com uma corrente de 250 mA.

O procedimento deWestern blotfoi realizado como descrito por TOWBIN;
STAEHELIN; GORDON (1979). Os filtros de nitrocelsk foram corados por 10 minutos
com solucdo de Ponceau (Ponceau S 0,1% em &citlooat@%) e incubados sob agitacéo
suave por uma hora em TBS (Tris-HCI pH 8,0 10;MdCl 150 mM) contendo 5% de
leite desnatado para saturar possiveis ligacospeéicas. Os filtros foram entdo incubados
por aproximadamente 16 horas com o anti-soro ail@dd50 para anti-CspD) em TBSTT
(Tris-HCI pH 8,0 10 mM; NaCl 150 mM; Tween 20 0,03%riton X-100 0,02%), sem
adicdo de leite. Em seguida, foram lavados pomBiutos, trocando-se a solucédo a cada 5
minutos. As quatro primeiras lavagens foram festasTBST (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; NaCl
150 mM; Tween 20 0,05%) e a ultima em TBS. Osdfltforam entdo incubados por 2 horas

a temperatura ambiente com o anticorpo anti-co@bjugado com fosfatase alcalina
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(Sigma), com diluicdo de 1:5000 em TBS contendode?deite, e os filtros foram lavados
como acima. A revelacao foi feita utilizando NBB @pg/ml e BCIP 0,15 mg/ml em tampéao
de fosfatase alcalina (Tris-HCI pH 9,5 100 mM; MgGImM; NaCl 100 mM), e a reacéo foi

interrompida com a adicao de TE.

3.19 Construgédo do mutante nuloAspdR

As PCRs foram realizadas utilizandopty de DNA gendmico; 50 pmol de cada
oligonucleotideo (RR1/RR2 e RR3/RR4); 2,5 U de DA polimerase, 0,2 mM de uma
mistura de dNTP’s; 5% de DMSO (dimetilsufoxio); Iy de MgC} e 1 X tampédo PCR
fornecido pelo fabricante. As condi¢des do PCRnfode 94°C por 3 minutos, seguidos de 35
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 skegua 68 °C por 1 minuto. A seguir as
reacdes passaram por mais um ciclo de 68 °C panies. Os fragmentos obtidos RR1/RR2
(900 pb) e RR3/RR4 (£950 pb) foram clonados nowvgiGEM (Promega) e sequenciados,
utilizando os oligonucleotideos: M13 forward e M&8erse.

Depois de clonados no vetor pGEM e sequenciadfragsmentos RR1/RR2 (900 pb)
e RR3/RR4 (950 pb) foram digeridos cdxpa/BanHl e BanHI/EcaRl, respectivamente e
purificados do gel com o Kit “NucleoSpin extract (Machery-Nagel). Primeiramente, o
fragmento RR3/RR4 (950 pb) foi clonado no vetor pNP38, em seguida verificada a
clonagem correta; posteriormente foi ligado o fragto RR1/RR2 (900 pb) e verificada a
clonagem.

As ligacdes foram feitas com aproximadamenteu@d,2lo pNPTS138 digerido com 1
ug do fragmento digerido com as mesmas enzimas quetas, 1 U de T4 DNA ligase
(Invitrogen) em tampao fornecido pelo fabricantsreum volume final de 2QL. As reagdes
ocorreram a 19C por 5 horas. Esta ligacéo foi transformadakemoli S17-1, em placas de
LB contendo 5Qug/ml de canamicina. As placas foram incubadas &C3@or 16 horas. As
colonias obtidas com esta transformacao tiveranNA plasmidial isolado e digerido com as
enzimas Apal e EcoRlI e para verificar a presencasirto de 1,850 Kb e assim selecionar o
clone positivo.

O plasmideo recombinante positivo obtido foi trangib para a linhagem NA1000 de
C. crescentugor conjugacdo. A mistura de células foi semeadglkacas PYE contendo 5
pug/ml de canamicina e 20g/ml de acido nalidixico e incubada em estufa & B0Por ser
incapaz de replicar eq. crescentuso plasmideo se integra por recombinacdo homoluya,

copia do gene cromossomal correspondente. Essa fetiapelecionada pela resisténcia dos
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recombinantes a canamicina, ja que o pNPTS138 expieesnarca de resisténcia a esse
antibiético. Para confirmar e mapear o local dagracdo do pNPTS138 recombinante no
cromossomo dé&. crescentysos DNAs gendmicos de algumas das colbnias, adbtith
conjugacéo, foram isolados e analisados por PQiRamilo os oligonucleotideos RR1 e RR4.

Posteriormente, colonias obtidas da primeira recoagho foram incubadas a 30 °C
sob agitacdo em PYE sem adi¢do de antibiéticog@droras para permitir o segundo evento
de recombinacdo homodloga, onde ha a saida do plasndia célula juntamente com uma
copia do gene alvo. Estas culturas foram entdoeadas em placas contendo 3% de sacarose.
A sacarose € convertida em um metabdlito téxico pebduto do gensacB presente no
PpNPTS138. Sendo assim, apenas linhagens que parderglasmideo sdo capazes de
sobreviver neste meio de cultura, permitindo acéeledas células que sofreram a segunda
recombinacdo. Das col6nias obtidas, cerca de lIfanfoepicadas simultaneamente em dois
meios, contendo ou ndo canamicina, para seleciagaelas que fossem sensiveis a
canamicina e que crescessem no meio sem estedotibiOs recombinantes sensiveis a
canamicina foram usados em uma reacao de PCR @wa;alitiizando os oligonucleotideos
RR1 e RR4, e as condi¢cdes da PCR foram de 94 °6 ponutos, seguidos de 30 ciclos de
94 °C por 1 minuto, 58°C por 30 segundos e 722pminutos e 50 segundos. A seguir as
reacdes passaram por mais um ciclo de 72 °C panutos.

3.20 Teste de viabilidade e curva de crescimento

Para determinar a sobrevivéncia na fase estacipnéulturas de NA1000 e da
linhagem mutante SP27f6ram cultivadas a 30° C em meio PYE durante 2&a$capos o
crescimento as culturas foram diluidas (§¢€0,1) e cresceram durante 48 horas. As UFCs
de cada cultura foram determinadas no meio daefgsenencial (D.@¢=0,5), 24 e 48 horas
de crescimento em meio PYE. A determinacdo docefiitsuperexpressao da proteina CspD
no crescimento e na sobrevivéncia@lecrescentusoi realizada com a linhagem selvagem
NA1000 contendo o plasmideo pUJ142 ou pCA50. Aslaglforam crescidas a 30°C, sob
agitacdo, em meio PYE. Ap0s 24 horas de crescimeastaélulas foram diluidas para uma
D.0s00=0,05 e no momento em que as células chegaram @&¢E0,3 as culturas foram
divididas em 2 frascos (PYE/Cloranfenicol e PYEf@idenicol com 0,3% de xilose). Apos 4
horas de crescimento aliquotas foram retiradasada ama das culturas para contagem de
UFCs (unidades formadoras de col6nias). Para ande@;do de UFCs, aliquotas das
culturas passaram por diluicdes seriadas' (A0L0°%), as quais foram plaqueadas em meio
PYE-agar com Cloranfenicol. As col6nias @ecrescentusrescidas apos incubacao por 72
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horas a 30 °C foram contadas. A sobrevivénciaiveldbi determinada como a razdao do
namero de UFCs em relacdo ao numero de UFCs inicial

Para as curvas de crescimento, a linhagem selvafelf00 e a linhagem mutante
SP2710 foram inoculadas em meio PYE e M2 durantdi@ds. ApOs o crescimento as
culturas foram diluidas (D4a=0,1) nos respectivos meios e aliquotas foramagatk 2 em
2 horas durante 12 horas e um ponto depois de 24 lde crescimento. JA com a linhagem
selvagem NA100 contendo o plasmideo pUJ142 ou pCA&@ulturas foram inoculadas em
meio PYE contendo cloranfenicol, apés 24 horasrdscanento as culturas foram diluidas
(DOsoo =0,05) e aliquotas foram tiradas de 2 em 2 harashegar na D§=0,3, onde as
culturas foram divididas em 2 frascos (PYE/Cloraidel e PYE/Cloranfenicol com 0,3% de
xilose) e novamente tirados pontos de 2 em 2 haigag2 horas de crescimento e depois um

ponto de 24 horas de crescimento do inicio dagditui

3.21 Ensaio de sensibilidade a kD-

As linhagens NA1000 e SP2710 foram crescidas deli@anbite em meio PYE ou a 30
°C sob agitagdo constante. A seguir, as cultunasnfaliluidas (D@y=0,1) e ao atingirem
uma DQoo=0,5, 500ul das células com mais 5Q0 de meio PYE liquido foram espalhados
em placas de meio PYE. ApOs as placas secarermskiido um disco estéril de papel em
cada placa e adicionado ao discoulde HO, (3%), e a seguir, as placas foram incubadas a
30 °C As células diluidas inicialmente continuaram a @esas mesmas condicdes e foram
utilizadas para realizagéo deste mesmo ensaionmootele 24 e 48 horas de crescimento. No
caso da linhagem NA1000 contendo pUJ142 e pCA5@éhslas foram diluidas (D.O
600=0,05) e no momento em que as células chegasa®.@ 600=0,3 as culturas foram
divididas em 2 frascos (PYE/Cloranfenicol e PYEf@fdenicol/0,3% xilose). Apos 4 e 24
horas de crescimento aliquotas foram retiradas atla cultura e foram utilizadas para
realizagdo deste mesmo ensaio. A inibicdo do erestp foi avaliada pela medida do

diametro do halo de inibicao.

3.22 Ensaio de Microscopia

As culturas (4 pl de cada cultura) observadas awostopio foram colocados entre
laminula e um tapete de agarose 1% 1X PBS. As &Emforam visualizadas e fotografadas
em Microscopio Nikon E800 com objetivas de aumedé 100X. As imagens foram

visualizadas e analisadas pelo Software NIS Elegsri2at
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3.23 Andlisein silico de provaveis sitios de ligacdo da proteina SpdR

Utilizando as ferramentas disponiveis no web sieguRatory Sequence Analysis
Tools (RSAT) (THOMAS-CHOLLIER et al., 2008) foi regada uma busca de provaveis
sitios de ligacdo de SpdR.

Essa busca foi feita utilizando a sequéncia ideati de ligacdo da proteina SpdR, na
regido promotora despD; CTGCGACNnNnnnnGTCGCGG.

3.24 Extracao de RNA total

Culturas das linhagens NA1000 e do mutante SP2@ddmnf incubadas durante 24
horas a 30°C em meio PYE. Ap6s o crescimento agraalforam diluids para uma Qdg=
0,1 em 50 ml de meio PYE, quando as culturas chegara D.@s= 0,5 foi retirado o 1°
ponto (fase exponencial), e 0 2° ponto apos 24shfaae estacionaria). Aliquotas de 10 ml de
cultura deC. crescentusoram transferidas para tubos estéreis, centrifagg@a 10000 x g por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartaa® e€lulas foram lisadas imediatamente
com 1 ml de Trizol (fase exponencial) ou 2 ml dedir(fase estacionaria) (Invitrogen). O
lisado foi incubado a 65 °C por 10 minutos e emuiskeg foi adicionado 0,2 ml de
cloroférmio. A mistura foi homogeneizada inverteraotubos por 15 segundos, em seguida
incubada a temperatura ambiente por 5 minutostefogiada a 12000 x g por 20 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitadadb em etanol 75%. O precipitado foi
seco por 30-60 minutos a temperatura ambientebiahdo por 10 minutos a 60 °C em @0
de agua MilliQ tratada com DEPC e armazenado &€7O® rendimento foi de cerca de 100
ug de RNA para cada 10 ml de cultura.

A concentracao foi estimada por medida da absoran260 nm e sua integridade foi
analisada por eletroforese em gel de agarose 1lf@%ampéao desnaturante (MOPS 1X,
formaldeido 6,5%). As amostras foram preparadasadindo-se Gl de tampdo de amostra
(66,6% de formamida; 23,3% de formaldeido; 6,6%M@PS 10%) e 3ul de RNA. A
mistura foi incubada por 5 minutos a 65°C, colocaalgelo e foi adicionado & de tampéao
de carregamento (50% de glicerol; 1 mM EDTA; 0,480cBitomofenol) para RNA e dl de
brometo de etidio 1 mg/ml. As amostras foram agisano gel e a corrida foi feita em MOPS
1 X a 100V por 1 hora.

3.25 RT-PCR semi-quantitativo

Andlise do mRNA de NA1000 e SP2710 foi feita por-RTR com o RNA total,
extraido das células em fase logaritmica e estagdam de crescimento. Cada amostra de
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RNA (50 pg) foram tratados com 25 U de DNAse | (Invitrogeaja eliminar a presenca de
DNA. Os oligonucleotideos utilizados foram RT-2/AR&-2B, 10 pmol de cada. As reacdes
foram feitas com o ‘kit’ SuperScript One-Step RTHP(nvitrogen) em tampao fornecido, de
acordo com as instru¢des do fabricante. As condigdea as reacfes de RT-PCR foram as
seguintes: 30 minutos a 55 °C e 2 minutos a 94é@uidos de 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C,
1 minuto a 48 °C e 1 minuto a 72 °C, com um ciglalfde 7 minutos a 72 °C.

A guantificacdo relativa aproximada da abundanoidrdnscrito foi feita através da
comparacao da intensidade das bandas obtidas emegétantes do produto de uma PCR de

35 ciclos.
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4 RESULTADOS

A identificacdo de um regulador de transcricdo @desef estacionaria ent.
crescescentusé muito importante, tendo em vista que a regulagEnica de
Alfaproteobactérias nesta fase ainda € muito peoobecida.

Sendo assim, definimos uma estratégia inicial mgir o nosso objetivo de
identificar os sinais celulares e os fatores desttacdo que regulam a expressdo do gene
cspD de C. crescentusPara tanto, foi realizada uma varredura em lidde gendémica de
Caulobacter crescentugerada por mutagcdo aleatoria induzida pelo tramspd®5. Desta
biblioteca foram isoladas linhagens mutantes que mastram inducdo despD na fase

estacionaria, e 0s respectivos genes interrompadas identificados e analisados.

4.1 Varredura da primeira biblioteca de mutantes

Foi realizada uma varredura em uma biblioteca d¥ S@utantes pela insercédo do
transposon Tn5, construida anteriormente pela Da#érl Cristina da Silva Italiani
(ITALIANI, MARQUES, 2003). A varredura da bibliotacestd esquematizada na figura 9
(Materiais e Métodos). Os 5000 mutantes receberamcpnjugacdo o plasmideo pEL4
(pPRKlacZ290 contendo a regido promotora e a regido atieadorgeneespDa 5 do gene
lacZ) (Figura 8) e foram incubados em meio liquido Pp@ 48 horas. A seguir foram
adicionados 41l de uma solugédo 20 mg/ml de X-Gal e aguardou-genal minutos. O X-Gal
€ um substrato analogo a lactose que € clivadoppgddactosidase, formando um produto de
coloracao azul. O controle positive.(crescentu®NA1000 contendo pEL4), apresenta neste
ensaio a coloracdo azul escuro, pois o gene repgade é expresso pelo promotor do gene
cspD,que esta ativo em niveis maximos. O controle mem@t crescentudlA1000 contendo
pPEL5 (pRKacz290 contendo a regido promotora, mas sem a regizaara do genespD
clonada a 5’ do genkacz) (Figura 8) tem uma coloragédo azul cla@is estd expressando
menos o0 genéacZ Portanto, as culturas que ficaram com coloragieqgda ao controle
negativo por avaliagao visual foram selecionadas pasaios d@-Galactosidase. Nesta fase
foram selecionados 241 mutantes que tiveram cd@oragais parecida ao controle negativo.

Para o ensaio d@-Galactosidase os 241 mutantes selecionados eno aetesa-Gal
foram incubados durante dois dias em meio liguid& Bom canamicina e tetraciclina, para
que as ceélulas estivessem em fase estacionari® MDoantes demonstraram uma menor
atividade enzimatica com relacdo ao controle pasitmas ainda maior que o esperado
guando comparado ao controle negativo (Tabela §esHoram inculados em placas PYE,
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contendo canamicina e tetraciclina, para que h@evesn volume maior de células para
realizar os préximos ensaios. Apds o crescimensocdlulas em placas eles foram incubados
em meio liquido por 48 horas e foi realizado ummensaio de atividade enzimatica.

Neste Ultimo ensaio df-Galactosidase foram selecionados seis mutantes que
mostraram as mais baixas unidades Miller e foraepgmados para identificacdo dos genes

interrompidos (Tabela 5).

Tabela 5- Atividade deB-Galactosidase nos mutantes selecionados.

Mutantes Unidades Miller* Mutantes Unidades Miller
(placa/posicao) (placa/posicao)
Controle positivo 4000 Controle Negativo 750
44/11H* 1095 47/4C 1727
7/9B 1973 30/3C* 1261
4/2C* 891 22/7H 1857
3/3H* 1420 3/4D 1827
30/9C 1839 46/2A* 1462
2/6F* 1416 22/8D 1938

Unidades Miller: Unidades de atividade enzimatia@-Galactosidase
* Mutantes selecionados para sequenciamento.

4.2 ldentificacdo do sitio de insercao do transposon

A identificacdo do sitio de insercdo do Tn5 foiedetinado por dois meétodos:
clonagem direta no vetor pBC KS e PCR reverso.

No método de clonagem direta, o DNA cromossomatatka mutante foi extraido e
digerido com a enzima Sall, que corta dentro dosfrason Tn5, liberando um fragmento
contendo parte do DNA dé. crescentusyma das IS e o gene de resisténcia a canamigina d
transposon. Os fragmentos foram clonados no veB@ RS, e os transformantes foram
selecionados em placas de LB contendo canamicaharanfenicol (que selecionava o vetor
pBC KS), assim, s6 cresceriam col6nias que carsega® gene de resisténcia a canamicina
do transposon. Neste método houve uma grande Iddide de clonagem devido ao tamanho
do fragmento a ser clonado, que era de no minin@® 2®. Através desta abordagem so
conseguimos identificar dois clones: 4/2C e 2/6&b€la 6).

A outra estratégia de identificacdo foi o método RIER descrito por BRUN,
SHAPIRO em 1992 (Figura 8). O DNA cromossomal dgacelone selecionado foi digerido
com a enzim#&st, que possui 3 sitios de restricdo no Tn5 e sitexgientes no genoma Qe
crescentus Destes 3 sitios, um se encontra na parte cefdrédansposon e 0s outros estédo

um em cada IS. Apoés a digestdo, estes fragmentas figados em reagBes contendo uma
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concentracdo baixa de DNA, para que os fragmentdegsem circularizar. Estas moléculas
circulares foram usadas como molde para a PCRzaunio os oligonucleotideos R3 e L7
(que hibridizam nas IS), com o objetivo de ampdifiparte do gene onde o transposon foi
inserido. O oligonucleotideo R3 encontra-se a 8@plfinal das IS e o L7 fica a 450 pb do
sitio dePst das IS. Portanto o tamanho das bandas amplificada poderia ser menor que
530 pb. As bandas amplificadas nas PCR estdo apaess na figura 12. Os produtos de
PCRs foram purificados e clonados no vetor pGEMawis deste método, foi possivel a
identificacdo do gene interrompido pelo Tn5 somememutante 46/2A (Tabela 6). No
mutante 3/3H o fragmento clonado de 1,2 Kb ndoyassimilaridade com o DNA d€.
crescentusgdevendo ser uma banda inespecifica mesmo conigonotieotideos do Tn5. No
mutante 30/3C ndo houve amplificacdo, sendo que essaio foi realizado trés vezes
modificando as concentracbes do DNA e condicbesP@®R e em nenhuma houve o
aparecimento de banda. Ja no mutante 44/11H o é=tgntionado no vetor pGEM possuia
similaridade com o genoma €& crescentusmas nao foi possivel verificar o exato sitio de

insercao do transposon uma vez que nao foram eadastas IS no fragmento.

Figura 12 - Visualizacéo da reacédo de PCR rever8biliioteca).

20Kb —
1,65Kb

«— 2,0Kb

+«— 1,35Kb
1,0OKb ——

(P) Padréao de peso molecular 1Kb pl(fs; 0 mutante 30/3C sem nenhum fragme®);0 mutante
44/11H com um fragmento de aproximadamente 1.58bp mutante 3/3H com um fragmento de
aproximadamente 1,5Kb(4) o mutante 46/2A com 2 fragmentos um com tamanko d
aproximadamente 1,35 Kb e outro com aproximadanKie.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Tabela 6 -Identificacdo dos genes interrompidos nos musadieprimeira biblioteca

Linhagem Gene Proteina (caracteristicas)
4/2C CC2518 Proteina hipotética
conservada
46/2A CC3167 Proteina da familia
Glicoquinase
2/6F CC2587 | Transportador do tipo ABC

Nesta tabela esta indicando o numero da linhagermanteude acordo com a sua posi¢do na placa
estoque, o correspondente gene interrompido etaipaopor ele codificada.

Mutante 4/2C

No mutante 4/2C o gene interrompido pelo Tn5 fgeae CC2518, que codifica para
uma proteina hipotética conservada. Esta proteida funcdo desconhecida e possui dois
dominios DUF (domain of unknown function). Estatpioa apresenta uma regido conservada
com cerca de 445 residuos, apresentando uma pe@oega@o transmembrana entre os
residuos do numero 24 a 40 , e de acordo com mlndados PSORT, esta proteina € de
membrana interna.

Uma analisan silico feita com o auxilio do programa STRING revelou gugene
CC2518 possui um alto “score” para co-ocorréncia cdCC1452, que codifica uma proteina
hipotética com um dominio conservado Usp (Univessadss protein), presente na proteina
UspA. UspA é uma pequena proteina citoplasmaticéebana cuja expressédo é aumentada
quando a célula é exposta a situacbes de esttgsgh. aumenta a taxa de sobrevivéncia
celular durante exposicao prolongada a estas doeslie pode fornecer de uma forma geral
atividade de resisténcia a estresses (ZAREMBINSKdl.e 1998). Neste sentido é possivel
que haja alguma associacao funcional dos produ®gehes CC2518 e CC1452. A auséncia
de CC2518 diminui a expressao do gespgD, que é mais expresso em fase estacionaria, na
qual a célula passa por diversos estresses. Aipaotedificada por CC1452 poderia estar
também envolvida na adaptacdo a fase estaciomdwi®® um conjunto de genes expressos
nesta fase possui papel de proteger a célula tesess externos como temperatura, agentes
oxidantes, mudancas osméticas e exposicao a sulastddxicas, a fim de adaptar-se ao novo
meio que é carente em nutrientes (NYSTROM, 2004).

Mutante 46/2A
O gene interrompido pelo Tn5 no mutante 46/2A fageme CC3167, que codifica
uma proteina de 315 aminoacidos da familia daso@linases. Glicoquinases sdo enzimas

encontradas em invertebrados e microorganismosté® exvolvidas no metabolismo de
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carboidratos, onde fosforilam glicose utilizando FABriginando glicose-6-fosfato e ADP
(MEYER et al, 1997).

A curva de crescimento do mutante 46/2A foi andbsam meio PYE e meio M2G,
para observar o padrao de crescimento deste mutamtmeio com glicose em relacdo a

linhagem NA1000 (linhagem selvagem) (Figura 13)

Figura 13 - Curva de crescimento de NA1000 e mutante 46/2A.
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N
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§ ——NA1000 em PYE
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== 46/2A em M2
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Tempo (horas)

As curvas de crescimento da linhag€mcrescentu$NA1000 e linhagem mutada no gene CC3167
foram realizadas em meios M2G e PYE, onde foraadis pontos de 2 em 2 horas até 14 horas e um
ponto de 24 horas. A absorbancia foi lida a 600 nm

FONTE: da Silva, C. AP. T.

A curva de crescimento mostra um crescimento nea®olda linhagem mutada em
meio M2 contendo glicose em relacédo a linhagem NW1Gso pode ser um resultado da
deficiéncia na fosforilacdo da glicose (Unica fodéecarbono neste meio), que na linhagem
selvagem possivelmente € parcialmente realizada gleloquinase ausente em 46/2A. No
meio PYE a fonte de carbono é a peptona, posstitibs 0s aminoacidos necessarios para o
crescimento desta bactéria, sendo, portanto, dess@ta a realizacdo da via Entner
Doudoroff, 0 que poderia explicar a auséncia deréifcas nas taxas de crescimento.

C. crescentu® uma bactéria oligotrofica, sendo capaz de codw@imbientes com
escassez de nutrientes. Durante o crescimento eim M2 com glicose,C. crescentus

expressa varios genes codificantiess componentes das vias de biossintese de amineacid
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como leucina, isoleucina, valina, serina, treonaisteina, metionina, glutamina e glutamato,
e, além disso, sintetiza também varias enzimasad&ntner Doudoroff (uma via alternativa a
via glicolitica) para o catabolismo da glicose (H®E et al.,, 2004). A glicoquinase
codificada por CC3167 possui dois pequenos domingmsmembrana, sendo uma proteina
de membrana interna, que pode estar envolvida noepso de catabolismo de glicose,
deixando deficiente o crescimento do mutante eno med em glicose. Através de busca em
banco de dados KEGG, foi visto que o gene CC31m @aralogo ao CC2054, que também
codifica uma glicoquinase, que participa ativamemievia metabdlica da glicose et
crescentusCom base em estudos de microarranjos de DNA,rawse que CC2054 tem sua
expressdo aumentada em M2G em relagcdo a M2 conielode (2.73 vezes) e PYE (3.27
vezes) (HOTTESet al., 2004). Logo, pode ser que a proteina ivadi& pelo gene CC3167
seja uma glicoquinase alternativa, com funcéo deané&t a da proteina codificada pelo gene
CC2054, mas apresentando participacdo no metalwliden glicose deC. crescentus
Contudo, essa participacdo pode ser menor, poi€laaccontinua vidvel apesar do

crescimento lento em meio contendo glicose, corsio via figura 13.

Mutante 2/6F

O mutante 2/6F tem o transposon Tn5 inserido ne 2587, que codifica para um
transportador do tipo ABC. Transportadores do tABC sdo uma grande familia de
proteinas, responsaveis pelo transporte de umadeai® de componentes que atravessam a
membrana interna, e em sua maioria sdo compostaslyas copias do dominio ABC
transportador e dois dominios transmembrana. Bssalg familia de proteinas utiliza-se da
hidrélise de ATP para realizar a exportacdo e itygéo de uma grande variedade de
substratos, de pequenos ions a macromoléculasGiNI&et al, 1990).

Em geral, transportadores do tipo ABC ndo variama sxpressao durante o
crescimento no meio com xilose e somente um faizithh por glicose ert. crescentus-oi
verificado que o gene CC2587 ndo apresenta mudsggpdicativa de expressao entre 0s
meios utilizados: M2G, PYE e M2X (HOTTES et al.02). Uma vez que a mutacao no gene
CC2587 diminui significativamente a expressao apD é possivel imaginar que o
transportador do tipo ABC codificado por este gsej@ responsavel pelo transporte de uma
substancia que de alguma maneira module a exprdes&pD
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4.3 Construgdo e varredura de nova biblioteca de mutaets por inser¢gao do
transposon TnS

Devido a dificuldade em achar o ativador transonial do genecspD uma nova
biblioteca por inser¢do do transposon foi cons&ruiessa biblioteca foi obtida pela insercéo
do transposon Tn5 (que contém uma marca de resst@ncanamicina) no genoma Ge
crescentuNA1000 por conjugacao cokcoli S17-1 contendo o plasmideo pSUP2021. ApGs
a conjugacao, foram obtidas aproximadamente 2500ies.

A varredura desta biblioteca foi realizada da mesmaaeira que a biblioteca anterior
de 5000 clones. No ensaio de X-Gal foram selecimh@i 3 mutantes em fase estacionaria
para posterior ensaio E&Galactosidase. O ensaio fe5alactosidase mostrou 26 mutantes

com expressao reduzida, dos quais 7 foram selatosnzara identificacdo (Tabela 7) .

Tabela 7 -Atividade de-Galactosidase nos mutantes selecionados.

Mutantes Unidades Miller? Mutantes Unidades Miller®

(placa/posicao) (placa/posicao)

Controle positivo 4.100 Controle negativo 600
1/6G* 512 7/11B 2310
1/2C 1420 7/5F 1421
4/2G 1218 9/5G 1451
4/5G 1282 9/6D 2673
5/6G 1647 9/8D 2357
5/3G* 907 9/2E 1753
5/3A* 1099 9/6G 3234
5/4A 1202 9/2E 1557
5/1H* 665 9/7TF 2085
5/4E* 1101 9/9D 2185
5/3H 1208 10/5F 1630
6/3A 2269 24/5E* 1072
6/12D 1696 23/11C* 482

%Unidades Miller: Unidades de atividade enzimatica.
* mutantes selecionados para sequenciamento.

A identificacdo de alguns mutantes foi realizadawts do método de PCR reverso
descrito no item 3.7.2. As bandas amplificadas G& stao apresentadas na figura 14. A
banda de aproximadamente 1,6 Kb do mutante 24/banda de 700 pb do mutante 23/11C e
a banda de 900 pb do fragmento 1/6G foram recuperdd gel, purificadas e clonadas no
vetor pGEM. As bandas de 1,2 Kb ndo foram recuperadois aparecem em todos 0s
mutantes e deve-se tratar de uma banda inespedficavés deste método, foi possivel a
identificacdo do gene interrompido pelo Tn5 nosantds 1/6G, 23/11C e 24/5E (Tabela 8).
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Figura 14 - Visualizacdo da reacdo de PCR rever8bifftioteca).

P 1 2 3 4 5 6 7

(P) padrao de peso molecular 1 Kb pl(#9;0 mutante 24/5E com o fragmento de em torno d&;6
(2) o mutante 5/3A(3) o mutante 5/3G(4) o mutante 23/11C com o fragmento com 700(pbo
mutante 5/1H(6) o mutante 1/6G com o fragmento com 900(@pp mutante 5/4E.

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Tabela 8 -Identificacdo dos genes interrompidos nos mutatdesegunda biblioteca.

Linhagem Gene Proteina (caracteristicas)
1/6G CC2027 Proteina hipotética
23/11C . CC0247 Regulador de resposta
24/5E CC2103 Proteina hipotética

Nesta tabela esta indicando o numero da linhagetanteude acordo com a sua posi¢ao na placa
estoque, o correspondente gene interrompido eteipaopor ele codificada

Mutante 1/6G

O mutante 1/6G possui 0 transposon inserido no gab2027, que codifica um
possivel receptor dependente de TonB que possuianminio Plug. O dominio Plug atua
como uma porta, bloqueando o poro de entrada daédias externas do sistema receptor
dependente de TonB (OKE et al., 2004)

Os receptores dependentes de TonB séo respongé@leisransporte de moléculas,
como a vitamina B12 e sider6foros, através da mansbexterna (MOECK; COULTON,
1998). A proteina TonB sempre esta associada &sipas de membrana ExbB e ExbD, para
formar o complexo energizador, que vai interagimca proteina receptora na membrana
externa. Os receptores dependentes de TonB possudminio Plug que atua como um

blogueio do canal do sistema protéico. O mesmadbeecen sinal externo que é transmitido
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através da membrana, até a proteina TonB, queuporez se liga ao dominio Plug causando
uma mudanca conformacional no sistema protéicdlagseando o canal e possibilitando o
transporte de substancias externas para dent@ula QUSHER et al., 2001).

Mesmo sendo uma proteina hipotética conservadayié rprovavel que o gene
CC2027 esteja relacionado com o transporte de&ubas externas para dentro da célula, e
afete indiretamente a expressaaseD.

Mutante 24/5E

No mutante 24/5E foi identificada a inser¢cao do Twbgene CC2103 que codifica
uma proteina hipotética de 157 aminoacidos. Ess®ipa possui um dominio 4HBT (cuja
identificacdo no PFAM € PF03061) presente na grdadglia das proteinas tioesterases,
onde o sitio ativo da enzima tem atividade cataliti

Estas enzimas participam de muitos processos nieaho especialmente na
biossintese de acidos graxos. Devido a amplitudeodsibilidades, ndo fica claro seu papel

quanto a regulacao a@spD.

Mutante 23/11C

No mutante 23/11C foi identificada a insercao dmsposon no gene CC0247, que
codifica para uma proteina de 185 aminoacidos daotamo um regulador de resposta de
sistema de dois componentes. Na figura 15 estdesepados os dominios da proteina, um
dominio de regulador de resposta tipo Che-Y e umidio HTH de ligacdo ao DNA. Na
regido do genoma onde esta posicionado o gene GGH&<te a montante do mesmo o gene
CC0248, que codifica uma histidina-quinase, fornoamah provavel operon (Figura 16).

Figura 15 - Dominios da proteina codificada pelo gene CC0247

Pfam A Response req
Piam A M

Em verde estd demonstrado o dominio de reguladoesimsta e em vermelho o dominio HTH de
ligacdo ao DNA.
FONTE: Obtido do site http://pfam.sanger.ac.uk
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Figura 16 - Posicao dos genes CC0248 e CC0247 na regidersorg deC. crescentus

— —

CC_0244 CC_0246 CC_o250

E_GZ"Z
!0_0243 !C_024-B
|.4‘. n247

A figura mostra a localizagdo do gene CC0247 e mtambe o gene CC0248 que codifica uma proteina
histidina quinase.
FONTE: Obtido do site http://cmr.jcvi.org/cgi

No ensaio df3-Galactosidade o mutante para CC0247 (chamadagkmheSP0247)
nado apresentou inducdo dos niveis de expressaasenestacionaria (Figura 17). Os niveis de
expressdo foram semelhante aos da linhagem NAl@@@rao a construcao pEL5, que nao
possui a provavel regido que se liga a proteinaddra. Assim, € muito provavel que este
regulador de resposta seja o regulador direto afesdricdo do genecspD, que se liga na
regiao —98 a —73. Como um regulador de respostibidecomponentes, € muito provavel que
ele seja fosforilado pelo produto do gene CC0248 qodifica uma proteina sensora
histidina-quinase. Essa histidina-quinase possuidominio sensor transmembrana, e este

deve identificar um sinal externo, que pode ad fiegular a transcricdo dspD

Figura 17 - Expressao despDno mutante SP0247.
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A linhagem mutante SP0247 (NA106PdR::Tn5) contendo o plasmideo pEl4 e a linhagemageln
NA1000 contendo pEL4 cresceram em meio PYE. Grafeatividade d@-Galactosidase onde foi
analisada expressado em fase exponencial (pontdadgestaciondria (pontos 6, 12, 24 e 48 horas).
FONTE: da Silva, C. AP. T.
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4.4 Estudo da expressao do gerespDem caréncia de glicose ou nitrogénio

Estudos da expressao do geseD de E.coli demonstram que CspD é induzida em
fase estacionaria por caréncia de carbono, contasteom o fato de que em caréncia de
nutrientes ocorre inibigcdo da replicagdo do DNA MWANAKA; INOUYE, 1997). Em vista
destes estudos, foram realizados ensaios paraamalexpressdo do gemspD de C.
crescentuem diferentes condi¢cfes nutricionais. Cultura?Néda000 contendo o plasmideo
pEL4 ou pEL5 foram incubadas em meios com difeeentenposicdes e através de ensaios
dep-galactosidase foi medida a atividade do promo¢arspD na fase exponencial. Na figura
18 o ensaio foi realizado com a linhagem NA1000L&E demonstrando um aumento de
atividade do promotor despDem meio M2 contendo 0,02% de glicose na fase exiale
(em torno de 35% em relacdo ao meio M2G). A figilfanostra um ensaio de NA1000 com
o plasmideo pEL5, que ndo contém a regido ativadiorgene, demonstrando uma inducéo
similar & inducao na figura 18, porém com niveisones de expressao No ponto de 5 horas a
expressdo em meio M2G chega a 60% da expressaeenMaG 0,02%.

Evidencia-se, assim, que a regido ativadora do gepP ndo € necesséria para a
inducao por caréncia de carbono, pois 0 aumentxpeessao ocorre em pEL4 e em pELS5.
Demonstra também que o meio em que a célula ctesteefeito sobre a expressao deste
gene e que a atividade do promotor pode estamstifnrema represséao pela glicose.

Visto que a expressao do gerspD é regulada em funcdo da fase de crescimento,
pode-se supor que certas condigbes nutricionaieli@m a expressao do gene, jA que um
dos fatores que caracterizam a fase estacioné@ieaééncia nutricional (NYSTROM, 2004).
Foi realizado também um ensaio de caréncia degémio (Figura 20), e neste ensaio foi

demonstrado que a express&pDnéao € afetada por caréncia de nitrogénio
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Figura 18 - Expresséo dirigida por pEL4 em caréncia de géco
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A atividade do promotor foi medida na fase expor@recno momento em que as células entram em
caréncia de glicose por ensaio de atividade dedatle dep-Galactosidase. A linhagem NA1000
contendo o plasmideo pEL4 cresceu em meio M2G omeim M2G 0,02%.

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Figura 19 - Expresséo dirigida por pEL5 em caréncia de géco
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A atividade do promotor foi medida na fase expor@recno momento em que as células entram em
caréncia de glicose por ensaio de atividade dedatle dep-Galactosidase. A linhagem NA1000
contendo o plasmideo pEL5 cresceu em meio M2G omeim M2G sem 0,02%.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Figura 20 - Expresséo dirigida por pEL4 em caréncia de amoni
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A linhagem NA1000 contendo o plasmideo pEL4 foticatla em meio M2 contendo 0,2% de glicose
e em meio M2 contendo 0,2% glicose e sem amon#éidrde atividade dg-Galactosidase onde foi
analisada expressdo em fase exponencial e em aiss@leramonia.

FONTE: da Silva, C. AP. T.

4.5 Mapeamento da regido regulatéria do promotor despD

Nos ensaios de expressdo, nota-se que a consplEt&opossui niveis de expressao
10 vezes menores que a construgcdo pEL4. Entretar@smo ndo contendo a regiao de
possivel ligacdo da proteina regulatoria, nesteaies verifica-se um aumento de expressao
de fase exponencial para fase estacionaria eusaa de caréncia de carbono. A regido -73
a —35 poderia ter algum papel na regulagdo do @sp®, talvez na inducdo na fase
estacionaria.

Deste modo foi construido o plasmideo pCA1 queyassnente a regido promotora

do genecspD(Figura 21) a fim verificar se esta regido influencia a expiiesso mesmo .
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Figura 21 - Posicdo da extremidade 5'do inserto no plasmpd&sl.

cspD

pEL4 pELS

|

103 TTCCCGCATTGTGGCTGCGACGAAATGTCGCGGTACCC

pCA1

-63 GCTTGTGCGCTGTTTTGACGCGATTTC%TCATTGACGGC

VY ¥
-24 TCTCCTCACGCGAGAACACTGTTCTTGTAGTGCTTGCT

+15 CCGATGGGCTGATTGGGCAAGCCAGAGGGGTGGGATG

Regido regulatéria do germspD. As setas verticais indicam a posi¢cdo exata daemdade 5 das
construcdes utilizadas neste trabalho. O inicidrdescricdo esta indicado por ponta de seta, e as
sequéncias -35 e -10 estdo destacadas por umadoilme da sequéncia. O cédon de inicio de
traducdo esté sublinhado e o sitio de liga¢édo mssomo indicado por duplo sublinhado. As setas
indicam duas repeticOes diretas imperfeitas e igprlcleotideos sombreados indicam a sequéncia

conservada entre o gecgpCe cspD
FONTE: Modificado de Lang e Marques (2004).

Primeiramente foi realizada uma PCR para amplifcaegido promotora do gene
cspD (850 pb) que foi clonado no vetor de clonagem pGBMragmento foi clonado frente
ao gendacZ em um plasmideo repérter (pRIZ290), previamente digerido com as mesmas
enzimas do fragmento (pCA1). O plasmideo pCAlrtioduzido na linhagem NA1000 e a
atividade promotora foi medida por ensaio [$igalactosidase, tanto na fase exponencial
como estacionaria de crescimento (Figura 22). Olteeto mostra uma expressao minima em
ambas as fases de crescimento 0 que sugere qg@@ +€3 a -35 também é importante para

a expressao despD.
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Figura 22 - Expressao dirigida por diferentes constru¢cbe®dio regulatoria do gespD

3500 -
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2500 -
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24h

1500 - m 48h
1000 -

500 - :
N =m . mE

NA1000 (pEL4) NA1000 (pELS) NA1000 (pCA1)

Unidades Miller

Linhagens

As linhagens NA1000 (pEL4), NA100O (pEL5) e NA1OQfCAl), foram incubadas em PYE. A
expressdo foi analisada por ensaio fd&alactosidase na fase exponencial (tempo 0) easa f
estacionaria (tempos 24, 48 horas).

FONTE: da Silva, C. AP. T.
4.6 Ensaios de expressao despD no mutante nulo AspoT e em diferentes condigbes

nutricionais

Estudos demonstram que a expressdo de genes ioslueid fase estacionaria
geralmente esta ligada a caréncia nutricional (NYSW, 2004). ApOs a entrada na fase
estacionaria ou apos a caréncia de aminoacidos/ess e ppGpp na célula sdo aumentados
e talvezcspD possa ser regulado também por ppGpp.

Para estudar o papel de ppGpp na expressaspi® foi construido um mutante nulo
do gene CC1553 que codifica a proteina SpoT. Adi@nobter um mutante nulo para o gene
spoT (CC1553) os fragmentos flanqueadores a jusante raoatante do gene foram
amplificados e clonados no vetor pNPTS138, queén@plicativo enC. crescentus.

O plasmideo contendo os dois fragmentos clonadosi@os foi introduzido na
linhagem NA1000 por conjugagdo. O pNPTS138 intsgraatravés de recombinacao
homologa proporcionada pela similaridade entre &egjas introduzidas no vetor e as
presentes no genoma, conferindo resisténcia a ¢anamos recombinantes. As colbnias que
sofreram a segunda recombinacdo e perderam o glesnidram selecionadas pela sua
capacidade de formar col6nias em meio contendaossgaque na presenca do pNPTS138 é

convertida através do produto do geaeBem um metabdlito téxico matando a célula.
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Sete colbnias resultantes da segunda recombinagam ftestadas por PCR para
verificagdo da presenca da delecdo ou da revers&elaagem. A varredura realizada na
deteccdo da mutacdo espoT utilizou os oligonucleotideos RelA-4 e RelA-5. Wss os
fragmentos obtidos por amplificacdo na PCR prodamirbandas de 1,9 Kb (1,150 Kb a
montante do gene + 750 pb a jusante do gene).nHagem NA1000 sem mutacao deveria
haver uma banda de 4,1 Kb e na linhagem NA1000Xoracombinacao deve aparecer uma
banda de 9,4 Kb (4,1 Kb + 5,3 Kb do pNPT138) (Fag2®).

Figura 23 - Confirmacado da ocorréncia de dupla recombinagémutanteAspoT

4kb —>
3Kb —

2Kb —
1Kb —>

850 pb —>
650 pb —>
500 pb —>

Gel de agarose com os fragmentos obtidos na PCRodérmacdo da primeira e segunda
recombinacdo. O mutante aparece com um fragmemeraso de 1,9 Kb (canaletas 4 a 10), a
linhagem selvagem NA1000 com um fragmento de 4,1 (&dnaleta 2), e o fragmento da 1°
recombinag¢do ndo aparece pois é muito grande fondmplificada (canaleta 3).

FONTE: da Silva, C. AP. T.

A expressédo despDneste mutante (nomeado SP0200) foi analisadaéatider ensaio
de atividade df3-Galactosidase, em fase exponencial e fase eséa@offrigura 24). Neste
ensaio foi observada uma diminuicdo de 50% da espcedecspD na fase estacionéria em
meio PYE no mutantspoTquando comparado a NA1000. Como ppGpp atua pasitnte
na regulacéo de genes de estresse, aumentandeessd@ expressao do gerspDdeE. coli
(YAMANAKA; INOUYE, 1997), nossos resultados indicague esta molécula também esta
agindo positivamente sobre regulaca@sigDde C. crescentus
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Figura 24 - Avaliacdo da expresséo cgpDna linhagem selvagem NA1000 e no mutante SP0200.

6000 -+
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4000
== NA1000
3000
SP0200

2000
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1000

0 I I I I
0 12 24 36 48
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As linhagens NA1000 ou SP0200 carregando o plasnpé®4 foram incubadas em meio PYE a 30
°C e utilizadas para determinagéo da atividadg-dalactosidase em fase exponencial (ponto O) e
fase estacionéria (pontos 6, 12, 24 e 48 horas).

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Novos ensaios de expressdo foram realizados p&eardlear mais precisamente se
diferentes fontes de carbono afetam a express@emkrspD As células cresceram em cada
um dos meios contendo diferentes fontes de carlmacxpressao do geospD foi medida
por ensaio de atividade fleGalactosidase no meio da fase exponencial e paeftacionaria
(24 h e 48 h). Como observado na figura 25, o gsp® € altamente induzido em meio M2
contendo peptona, similar ao que foi observado @i MAYE (LANG; MARQUES, 2004),
mas ndo em meio contendo agucares (0 gene naoZdodem meio M2G e é reprimido em
M2X). Além disso, nos meios contendo glicose e qagptsimultaneamente, ha uma
diminuicdo dos niveis maximos da expressaegd) sugerindo que a presenca de glicose
possa estar inibindo a expressao do promotor.

Analisando-se a curva de crescimento das culturasaa meio, pode-se observar
que o crescimento em meio contendo agUcares € rdaigjue o crescimento em meio
contendo somente peptona (Figura 25B). De fatoreapemente a expressdao do gene €
inversamente proporcional a taxa de crescimentse efeito pode ser independente da fonte

de carbono utilizada.
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Esse resultado pode indicar que a inducdo do genealguma maneira esta
respondendo a taxa de crescimento ao invés da fmntearbono utilizada no meio. Este
mesmo efeito primeiramente foi observado Emcoli, onde a expressao @spD também
varia em diferentes fontes de carbono, e os remdtandicaram que a expressaocdpD é
inversamente proporcional a taxa de crescimentd{XNAKA; INOUYE, 1997).

Para separar o efeito da fonte de carbono e taxaedeimento, a expressdo do gene
cspDfoi analisada no mutante npoT. A linhagem SP0200 (NA10Qfspadr) carregando o
plasmideo pEL4 cresceu nos mesmos meios que @déimhaelvagem NA1000. A expressao
do gene foi medida por ensaio [ alactosidase e como mostra a figura 26A, a innlaica
promotor decspD em M2 peptona na fase estacionaria € perdida. d@uancurva de
crescimento de cada meio foi analisada, pode-s& got a taxa de crescimento das culturas
sao altas em todos 0s meios e que novamente assdprdespD apresenta-se inversamente
proporcional a taxa de crescimento (Figura 26B)inducao decspDem meio M2 peptona
foi restabelecida quando a linhagem SP0200 foi ¢emrmgntada com o plasmideo que
continha o genspoT(pCA38) (Figura 27A). Além disso, a inducédo obselar em meio com
baixa concentracdo de glicose ndo ocorreu na lethagoT(Figura 27B), diferentemente do
observado na linhagem selvagem, indicando que aiz@gdo por caréncia de glicose é
dependente da proteina SpoT.
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Figura 25 - Expresséo despDem diferentes meios na linhagem selvagem NA1000

A
5000 -
= 4000 -
=
8 3000 - = Oh
kc W 24h
2 2000 -
S w 48h
1000 -
0 _
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B 10,0 -
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—B—-GP

0,1 I I I I I I 1
0 4 8 12 16 20 24 28

Tempo (horas)

(A) A linhagem selvagem NA1000 carregando o plasmfifelad foi inoculada a 30°C em diferentes
meios: M2G, M2X, M2P e M2GP. A expresséao do promdcspDfoi medida através de ensaio de
B-galactosidase no meio da fase exponencial e madamcionaria(B) Curva de crescimento da
linhagem NA1000 carregando o plasmideo pEL4 nesetites meios utilizados.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Figura 26 - Expresséo despDem diferentes meios na linha mutante SP0200.
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(A) A linhagem mutante SP0200 carregando o plasmpéal foi inoculada a 30°C em diferentes
meios: M2G, M2X, M2P e M2GP. A expressao dirigiddoppromotor despDfoi medida através de
ensaio dep-galactosidase no meio da fase exponencial e ma éagacionaria(B) Curva de
crescimento da linhagem SP0200 carregando o plasmpiflL4 nos diferentes meios utilizados.
FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Figura 27 - Expresséo despD na linhagem mutante SP0200
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(A) Expressédo despDfoi medida por ensaio deGalactosidase e@. crescentudNA1000 contendo

0 pUJ142 (coluna azul), SP0200 contendo o pUJléRina vermelha) e SP0200 contendo o
plasmideo pCA38 (coluna laranja). Este ensaiogalizado no meio da fase exponencial (tempo 0) e
na fase estacionéria (24 h e 48(B) A expressdo despDna linhagem SP0200 contendo pEL4 foi
medido por ensaio d&Galactosidase na fase exponencial em meio M2 ©dat,2% de glicose e
em meio M2 contendo 0,02% de glicose.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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4.7 Papel de SpdR e SpdS na ativacdo da transcri¢cao dgpD

A expressao do gerespDno mutante do regulador de resposta (CC0247mioio
baixa em comparacdo a linhagem selvagem NA10OQjoseste gene nomeado SpdR
(Stationary PhasespD Regulator). O mutante SpdR foi complementado coptasmideo
contendo a regido codificante do gepelR(pCA39), e podemos notar na figura 28 A que a
expressao despDfoi parcialmente restabelecida na fase estacianidgste plasmideo o gene
spdRé controlado pelo promotor do préprio plasmided}t2 que é controlado por xilose.
Como nos ensaios anteriores verificou-se uma fapeessao despD quando as células
crescem em meio com xilose, nos ensaios de comptag@ nao foi adicionada xilose para
nao haver um efeito de repressdo sobre a expres&gene, esperando-se apenas um
vazamento natural da expressaspéeR

Para avaliar comspdRe spoTestdo regulandospD foi construido um mutante duplo
spdR/spoTPode ser observado na figura 28 B que a atividadpromotor decspD neste
mutante foi menor que nos mutantes simples, sulergque estes dois reguladores tém
importante papel na expressao da regulacao doagpie Enquanto a expressao cipDno
mutantespoT ainda aumenta de fase exponencial para fase msdasie em meio PYE, o
mutantespdRe o duplo mutante ndo mostram esta inducéao es@ed# fase, sugerindo que
SpdR é o regulador especifico de fase estaciorfaam esses resultados podemos concluir
que SpoT esta envolvida na resposta por carénaiardeno, enquanto SpdR esta envolvida
na sinalizacdo de alguma mudanca fisiologica guetlala sofre, quando entra em fase

estacionaria.
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Figura 28 - Expressao despDna linhagem mutante SP0247 complementada e notalg&®0210.
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(A) As linhagens NA1000 e SP0247 carregando o plasmi@&39 (contém o gergpdR ou pUJD
foram inoculadas em meio PYE a 30°C.A expressagedecspDfoi medida na fase estacionéria (24
horas) por ensaio d&GalactosidaséB)Ensaio de atividade degalactosidase onde a atividade do
promotor decspD foi medida em fase exponencial e na fase esta@onas linhagens NA1000,
SP0200 e SP0210 carregando o plasmideo pELA4.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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A proteina SpdR possui um residuo de acido aspatioservado na posicdo 64 da
proteina (D64), que possivelmente recebe o grugfrib que vem de uma histidina quinase
cognata. Para verificar se SpdS é capaz de séosfotilar e transferir este fosfato para
SpdR, uma fosforilacaia vitro foi realizada (Figura 29). A incubacéo de SpdS FBRIATP
levou a incorporagédo de fosfato gama por SpdS ewm r@acdo de autofosforilacdo tipica
deste tipo de enzimas (SKERKER, et al. 2005). Addiando SpdR purificado na reagao nota-
se uma eficiente transferéncia do fosfato de S8 $pdR apos 0,5 min. Estes resultados
indicam que SpdS é a histidina quinase cognatapd®,Se provavelmente trabalham juntas

regulando genes em resposta a sinais sentidosmanarga citoplasmatica.

Figura 29 - Reacao de transferéncia de fosfofatwitro

0 05 2 10 30 min

SpdS —»

SpdR » |

A proteina purificada SpdS foi autofosforilada cBfR]ATP e ap6s a autofosforilagéo foi adicionada

a reagdo a proteina purificada SpdR. A reacdo &ada em diferentes tempos e a reacdo de
fosfotransferéncia foi analizada em gel de SDS-PAG#&haleta 1, autofosforilacdo de SpdS (tempo
0); Canaleta 2 até 5, diferentes tempos de foaf@d (0,5; 10 e 30 minutos).

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Os niveis de expressdo dspD no mutantespdRsao similares aos niveis vistos na
linhagem NA1000 contendo a construcdo do plasmided que ndo contém a regido
promotora do genespD (pEL5, +500 unidades dg&Gal). Isto sugere que SpdR possa ligar
diretamente na regido promotora e ativar a trag@erdecspD Para verificar se a proteina
SpdR se liga nesta regido, foi realizado ensaimalgilidade em gel (EMSA) com a proteina
SpdR purificada e o fragmento que continha a regi@motora do genespD Como
observado na figura 30A, foi visto um retardamemaocorrida, dependente do aumento da
concentracdo da proteina SpdR previamente foddarilBesta maneira pode-se concluir que
SpdR se liga no promotor aspD.Como controle foi realizada uma reagcdo com a pate
SpdS nas mesmas concentragcfes utilizadas de SpodResultado esperado era de que a
proteina ndo se ligasse na regiao promotoraspd®, o que foi observad@Figura 30A).

Através de ensaio de competicdo foi mostrado gligaedo de SpdR é especifica na regido
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promotora decspD (Figura. 30B). Houve competicdo com excesso de Di§A marcado
(competidor especifico), mas isso ndo acontecendgu#foi utilizado um competidor néo
especifico. Com base nestes resultados, pode-fientamque a ligacdo de SpdR fosforilada

no promotor do genespD in vitroé especifica.

Figura 30 - Ligacdo de SpdR na regido promotorasigD

SpdR-P
0 1.0 O

05
il ol

'
il -y

SpdR-P SpdS

(A) O fragmento de DNA contendo a regido regulatéoigehecspDfoi marcado coni?P e incubada
com concentragdes crescentes de SpdR (0.025,00255,0.5 e 11iM). SpdR foi incubada em reacdes
de fosforilagcdo com SpdS antes do ensaio de EM®MaCum controle negativo, foi realizada uma
reacdo com SpdR sem SpdB) No ensaio de competicao foi utilizada SpdR na eptracédo de 0.5
uM previamente fosforilada por SpdS. P, fragmenswcado; - , fragmento marcado incubado com
SpdR; S, fragmento marcado incubado com SpdR essa@cde 30x de fragmento especifico ndo
marcado; N, fragmento marcado e incubado com Spafmento marcado incubado com SpdR e
excesso de 30x de fragmento inespecifico ndo narcad

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Para demonstrar a importancia da fosforilacado gacéio de SpdR no promotor do
genecspD o mesmo ensaio de mobilidade em gel foi realizadaque utilizando a proteina
SpdR(D64A), que possui uma substituicdo do resi@hido aspartico na posicdo 64 pelo
coédon de alanina. Através de uma buscsilico foi verificado que este é o provavel residuo
de fosforilacdo de SpdR, visto que ele pertencena regido consenso presente em outros
reguladores de resposta. Como observado na figukaa&8proteina contendo a mutacao nao
foi capaz de se ligar na regido promotora, sen@oegta proteina foi previamente submetida

a ensaio de fosforilacdo antes do EMSA, indicangoajsitio do acido aspartico fosforilado é
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necessério para a ligagdo da proteina no promatogehe cspD Este resultado foi
complementado pelo ensaio de atividad@-galactosidase com plasmideo contendo a regido
codificante do genspdRmutado (Figura 31B). Este resultado mostrou qpeoteina falhou
na complementacéo do fendtipo da ativacaosid® in vivg confirmando que a fosforilagcao
de SpdR no residuo D64 é necesséria para a atidagéanscri¢cdo despD

A regido regulatoria foi analisada por ensaidd¥Ase | footprintingpara determinar
a sequéncia exata de ligacdo de SpdR (Figura Z&B3ondas contendo a regido promotora
de cspDforam amplificadas com um dos oligonucleotideoscado contP. Desta maneira,
somente uma das fitas do fragmento apresentou-gseadaa radioativamente. O DNA
marcado foi incubado com concentracées crescemeSpdR e digerido com DNase I. A
regido correspondente as posicoes —89 até —66dtmgida pela proteina em ambas as fitas
(Figura 32A). Dentro desta regido ha uma sequérepetida invertida separada por 5
nucleotideos que é o motivo de ligacdo reconhepfdSpdR. Esta regido € necesséria para
0S maximos niveis de expressdo do gesgD e nossos resultados mostraram que esta

expressao so é possivel pela ligacdo de SpdRnegsda, ativando a transcricdo do mesmo.
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Figura 31 - Efeito da mutacg&o no sitio de fosforilacdo datgina SpdR
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(A) Ensaio de EMSA com o fragmento de DNA contendegiéo regulatoria do gerspD marcado
com *P incubado com concentracdes crescentes (0.025, 0.25, 0.5 e 1uM) da proteina
SpdR(D64A) previamente incubada em reacéo de fzféo.(B) Andlise da expressao do garspD

no mutantespdR As linhagens NA1000 e SP0247 contendo os plasmséudJd ou pCA40 (contém

0 genespdRD64A) mutado), também carregavam o plasmideo pBk4ulturas cresceram em mio
PYE a 30 °C e a expressado do gene foi medida paiedep-Galactosidase na fase estacionaria de
24 horas.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Figura 32 - Determinacao da sequéncia de ligacdo da progddR.

5‘-G'I1GGCTGCGACGAAATGTCGCGGTAICCC-3’

5’-GdGTACCGCGACATTTCGTCGCAGCCIACAA-S'

pEL4 pPEL5

Y [[— \ 2! -35
TTCCCGCATTGTGGCTGCGACGAAATGTCGCGGTACl(ZCGCTTGTGCGCTGTTTTGACGCGATTTCGTCTTGAC GCTCT
| «——

-10 TY Y
CCTCAC GCGAT GTTCTTGTAGTGCTTGCTCCGATGGGCTGATTGGGCAAGCCAGAGGGGTGGGATG

(A) Ensaio debNAse | footprintingcom SpdR na regido regulatério do gespD Amostras contendo

a regido regulatéria do gemspD marcada a 5'fita simples e incubadas na ausénpi@senca de
SpdR em concentragdes crescentes (0.1, 0.25 @M).5As reacdes foram tratadas com DNAsel, e
apos o tratamentos as amostras foram aplicadasnegelude sequenciamento de poliacrilamida-uréia,
juntamente com as reacfes de sequenciamento dealizam os mesmos oligonucleotideos. O sinal
de — indica a auséncia de SpdR. A regido protegitid indicada com a respectiva sequéncia, e 0s
asteriscos mostram o inicio e o fim da regido gidee por SpdR(B) A sequéncia da regido
regulatéria decspD As regibes —35 e —10 do promotor estdo indicapdasum quadrado, as setas
pretas indicam os inicios de transcricdo e a seach indica o inicio de transcricdo em fase
estacionéria. O sitio de ligacdo do ribossomo isti#ado por um Unico sublinhado e o inicio de
traducdo, por um duplo sublinhado. A sequénciagdedo da proteina esta indicada em cada uma das
fitas do fragmento entre as chaves. A sequénceidapinvertida esta indicada pelas setas.

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Determinada a sequéncia de ligacdo da proteina §ml® ensaio de DNAsel
footprinting € possivel identificar no genoma @e crescentu®utros genes potencialmente
pertencentes ao regulon de SpdR. Desta maneimid@da uma busca isilico utilizando a
SequénciCTGCGACNNNNNGTCGCGG que corresponde as sequéncias repetidas invedala
ligacdo de SpdR. Essa busca foi realizada utili@zesgdo programa RSAT, permitindo apenas
1 troca de base no sitio. A lista de provaveis geagulados por SpdR estdo apresentados na
tabela 9.

Tabela 9 -Possiveis genes regulados por SpdR.

Gene Produto Inicio  Final Sequéncia correspondente | Score
CCNA_00940 Proteina Kinase 79 -61 CTGCGGCGGATTGTCGCGG 0.95
(EAL/GGDEF)
CCNA 00996 Enoil-CoA hidratase 123 -105 CTGCGACCGCGCGTCGCGG 1.00
CCNA_01240 Regulador de resposta d&6 -68 CTGAGACGTCCGGTCGCGG 0.95
familia OmpR
cspD Proteina de choque frio 137 -139 CTGCGACGAAATGTCGCGG| 1.00
CCNA 01530 Flagelina 153 -135 | CCGCGACCGCCTGTCGCGG 0.95
CCNA_02116 Proteina envolvida na| 99 -85 CTGCGACATTAGGTCGCGC 0.95

biossintese da capsula
polissacaridica

CCNA_02238 Proteina hipotética 77 -59 | CTGCGACATAAGGTCGGGG 0.95

creS Proteina determinante de 148 -130 CCGCGACGCCCGGTCGCGG 0.95
morfolofia celular
(Crescentina)

4.8 Andlise do papel de CspD ert. crescentus

Segundo Yamanaka (2001), CspD atua como inibidaregkcacdo de DNA enk.
coli. Neste estudo foi mostrado que a delecdo do ggpie ndo modificou crescimento e a
morfologia celular. Entretanto, nos ensaios commeexpressao da proteina CspD, pode-se
notar mudanca na morfologia celular, similar asagiem mutantes de genes que codificam
para proteinas essenciais para a replicacdo do @NsAautores também mostram através de
ensaio de mobilidade em gel que CspD se liga a BitdAsimples em regifes inespecificas.
Foi determinado também por ensaio de replicaghwitro que CspD atua inibindo a
replicagdo, tanto no inicio quanto na elongacasidtese do DNA (YAMANAKA et al.
2001).

Visto que a regulacdo do gewspD de C. crescentu®i detalhada, iniciaram-se
estudos para definir o papel da proteina CspD hdagdanto no crescimento exponencial
guanto na fase estacionaria. Desta maneira, utnag@m superexpressando a proteina CspD

foi construida. A regido codificante do garspD foi amplificada e clonada no vetor puJ142,
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gue possui um promotor independente induzido ptosai MASCARENHAS, WEBER
GRAUMANN 2001).

O plasmideo gerado, pCA50, foi introduzido na lgdma selvagem NA1000. Através
de ensaio deNestern Blottingpudemos verificar um notavel aumento na expresi&io
proteina na linhagem contendo pCA50 em fase expaaempos 4 horas de indugdo com
0,3% de xilose (Figura 33).

Figura 33 - Western blottingpara confirmacado da inducao da proteina CspD.

Culturas em diferentes tempos da curva de crestim@reram suas proteinas totais extraidas e
aplicads em gel de poliacrilamida-SDS 12%. Apamasferéncia destas para o filtro de nitrocelulose,
foi feito um ensaio d&Vestern blottingcom soro anti-CspD (1:5000) para reconhecimentbaatela
de~21 kDa(1) Padrédo de proteiné2) NA1000 pCA50 no ponto 0 sem induc¢®) NA1000 pCA50

no ponto 4 horas sem induc¢dd) NA1000 pCA50 no ponto 24 horas sem indug@&); NA1000
pCA50 no ponto 4 horas com inducéo de 0,3% de&il@ NA1000 pCA50 no ponto 24 horas com
inducédo de 0,3% de xilos€l) NA1000 pUJ142 no ponto O horas sem indu¢8pNA1000 puJ142

no ponto 4 horas sem induc&®) NA1000 pUJ142 no ponto 4 horas com adicdo de @8&%ilose
FONTE: da Silva, C. AP. T.

Com a construcdo do plasmideo que superexpressateina CspD pronta, foram
realizadas as curvas de crescimento para veriieaa superexpressao de CspD bloqueia a
duplicacao celular, agindo como um inibidor de icggdo como o que foi vistcE. coli
(YAMANKA et al., 2001). Na figura 34 pode-se vecdir que a partir do momento em que foi
adicionado 0,3% de xilose, a cultura com a linhaggra continham o plasmideo pCA50
continua crescendo normalmente, semelhante a autuntendo o plasmideo vazio puJ142.
Nota-se também que as culturas aumentaram muitoabBsarbancia maxima em meio

contendo xilose, chegando a uma Bdde 3,5 em 24 horas de crescimento.
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Figura 34 - Curva de crescimento da linhagem NA1000 supeesspndo a proteina CspD

10 1
0,3% de xilose

—o—NA1000 pUJ142
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== NA1000 pCA50
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NA1000 pUJ142 com 0,3% de xilose

=>&=NA1000 pCA50 com 0,3% de xilose

0,0l T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (horas)

A curva foi realizada com a linhagem NA1000 carrefgao plasmideo pUJ142 ou pCA50 com
inducédo por xilose e sem inducado. O crescimentavaliado pela medida da absorbancia a 600 nm.
FONTE: da Silva, C. AP. T.

Nos experimentos de viabilidade podemos compardeterminar a sobrevivéncia
relativa da linhagem NA1000 contendo pUJ142 ou &M meio com e sem xilose. Houve
diminuicdo da capacidade de viabilidade na linhagemperexpressando CspD como
observado na figura 35A. Entretanto ndo é possaéfeimar que essa deficiéncia de
viabilidade seja um resultado da inibicdo da regho pela proteina CspD. Os desvios padrao
do experimento ndo foram altos, porém este engaioeflizado somente uma vez, com
triplicata de experimento. Este experimento sepé&tido mais algumas vezes e com mais
pontos durante o crescimento a fim de verificaessa queda na viabilidade é relevante e se
esta realmente € determinada pelo desbalanco d® Csp

Nos ensaios realizados cdin coli a reducdo da viabilidade celular caiu para pouco
mais de 1% apos 8 horas de indugdo (YAMANAKA et2401), mas o mesmo néao foi
verificado emC. crescentussugerindo que CspD nao tem seu papel de inilbidoeplicacao

nesta bactéria.
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Figura 35 - Viabilidade relativa da linhagem NA1000 supereggando CspD.
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(A) Viabilidade das linhagens NA1000 contendo pCA50ncou sem adicdo de xilosé€B)
Viabilidade das linhagens NA1000 contendo pUJ14éh au sem adicdo de xilose. Nos pontos

indicados, aliquotas foram removidas e plaqueaaasgpcontagem das col6nias.
FONTE: da Silva, C. AP. T.

Andlise da morfologia da linhagem He coli superexprexpressando CspD comprovou
gue estas tornaram-se mais alongadas e o cromossai®@ondensado, sugerindo que CspD
atua no DNA, inibindo a replicacdo do mesmo (YAMAKA et al., 2001). Nas microscopias
realizadas das culturas sob superexpressdo de EsplT. crescentusas células néo
apresentaram mudancas obvias na morfologia (FRf);adiferentemente do observado Em
coli. Este resultado novamente indica que CspD realmedibe esteja atuando como um

inibidor de replicacéo.
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Figura 36 - Microscopia de células da linhagem NA1000 suymessando CspD
NA1000 pUJ142 ponto 0 NA1000 pCA50 ponto 0

NA1000 pUJ142 ponto 4 NA1000 pCAS0 ponto 4
NA1000 pUJ142 ponto 24 NA1000 pCAS50 ponto 24

Morfologia celular da cultura de. crescentudlA1000 com pUJ142 ou pCA50 antes (ponto 0) e apds

a inducao (4 e 24 horas) de CspD. As culturas fatiamalizadas com 1000x de aumento.
FONTE: da Silva, C. AP. T.
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Genes expressos durante a fase estaciondria sé&wlnmnte necessarios para a
sobrevivéncia celular nesta fase. Muitos genesessps em fase estacionaria tém sido
identificados, tanto pertencentes a redes regidat@uanto genes individuais, mas todos de
grande importancia para a protecdo das célulasamemto em que a cultura entra em um
estado de caréncia nutricional (NYSTROM, 2004).

Bactérias Gram-negativas quando estdo em privagdicional conduzem as células a
uma maior resisténcia a choque frio, estresse txad@ variacdes osmoticas (KOLTER,;
SIEGELE; TORMO,1993). Algumas proteinas induzidpésaentrada em fase estacionaria
podem ser induzidas por estresses especificos attmanolaridade, alta temperatura e pH
acido (HENGGE-ARONIS, 1996; LEE et al., 1995; MUHER etal., 1997).

Baseado nestes estudos foi verificado se a suplergiio da proteina CspD na
linhagem selvagem NA1000 aumentava a resisténpieré@ido de hidrogénio. Através de
teste de inibicdo de crescimento peOkifoi observado na figura 37 (B) que células contend
o plasmideo pCA50 ndo mostraram alteracdo de skufmile a HO, e essa resisténcia
tampouco mostrou-se aumentada na fase estacidi@dridoras). A partir deste resultado
podemos concluir que a superexpressédo de CspDauda aenhum efeito diante do estresse
oxidativo. Serd interessante realizar ensaios nemag condicbes com o0 mutante nulo do
genecspD, para saber se 0 mesmo apresenta sensibilidadgOa dd a outros tipos de
estresses em que CspD possa estar envolvido.
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Figura 37 - Ensaio de inibicao porJ @, Em células superexpressndo CspD.
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Ensaio realizado na fase exponencial nas linhagéh$000 pUJ142 e NA100O pCA50, com e sem
inducéo por xilose, respectivamente. A medicaolddss foi feita antes da adi¢édo de xilose, apos 4
horas e 24 horas de inducéao

FONTE: da Silva, C. AP. T.
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4.9 Andlise do fen6tipo do mutante SP2710 em respostask estacionaria e a diferentes

estresses

Um objetivo futuro deste trabalho é desvendar aloggda proteina SpdR, através de
ensaios de ensaios de microarranjos de DNA. Coenfst iniciamos a construgéo de um
mutante SpdR por delecéo, para que nada pudess@tarferir em qualquer situacédo normal
de crescimento, visto que possuimos um mutante :SpuR (resistente a canamicina) e o
mutante cedido pelo Dr. Laub CC0247:F@esistente a tetraciclina).

A linhagem mutante foi obtida conjugando-se a Ilggm selvagem NA1000 cof.
coli S17-1 carregando o plasmideo pMBpPpdR Através de reacdes de PCR utilizando os
oligonucleotideos RR1 e RR4, os eventos de recagémhomaologa foram confirmados. Os
resultados obtidos demonstram que a primeira reic@pdo ocorreu e uma linhagem foi
selecionada para a segunda recombinacdo. Pare&caredf segunda recombinacéo, foram
selecionadas 100 col6nias cresceram com sacaresea§) 2 colbnias ndo eram sensiveis a
canamicina, e 20 colbnias sensiveis a canamichanf@scolhidas. Através de PCR pode-se
confirmar que 14 apresentaram delecéo do gpd&e 6 reverteram para a forma selvagem
desse gene.

ApoOs a obtencéo da linhagemspdR(nomeada SP2710) foi iniciada a caracterizacao
dos fendtipos apresentados em diferentes situa¢dgserfil de crescimento do mutante
SP2710 foi analisado em meio PYE e meio M2 durarfese exponencial e estacionaria da
curva de crescimento. As avaliagbes foram realzpda meio da medida da absorbéancia das
culturas retiradas em intervalos regulares. No mx@ato da andlise de curva de crescimento
a 30°C, o mutante SP2710 ndo apresentou alteragpéficativa nas taxas de crescimento em

relacdo a linhagem selvagem NA1000 em meio PYE a{Rura 38).
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Figura 38 - Curva de crescimento da linhagem mutante SP@YAQ000AspdR
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(A) Curva de crescimento a 30°C em meio PYE da leimagelvagem e do mutante nulB) Curva
de crescimento a 30°C em meio minimo M2 da linhagelmagem e do mutante nulo. Aliquotas
foram retiradas a cada duas horas e a Absorbaocimddida para verificar o crescimento das
culturas.

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Como nao foi observada alteracéo no crescimentorn@qeial do mutante em relagao
a linhagem selvagem, realizamos ensaios de viad#éicem meio PYE, para verificar se o
mutante apresentava menor viabilidade em fase i@séai@. Através da comparacao de
porcentagem de UFCs, podemos observar que a limh&§2710 ndo apresenta diminuigéo
da viabilidade a 30 °C, tanto na fase exponenciahtp na fase estacionaria em comparacao
a linhagem selvagem NA1000 (Figura 39). Isto nosnge concluir que SpdR nao deva
regular uma grande quantidade de genes, ou que résbeestdo diretamente relacionados a

sobrevivéncia nesta fase.
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Figura 39 - Viabilidade relativa das linhagens NA1000 e SEP@AspdR.
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Nos pontos indicados, aliquotas foram removidadagueadas para a contagem das coldnias. A
sobrevivéncia relativa foi determinada como sentiizdo entre o niimero de UFCs obtido e o nimero
de UFCs inicial.

FONTE: da Silva, C. AP. T.

Foi realizado um ensaio de sensibilidade,@4+tom o mutante SP2710 para verificar
se SpdR regula algum tipo de gene que esta rekioa estresse oxidativo. Na figura 40
podemos notar que o mutante ndo mostrou sensiteliden comparacao a linhagem selvagem
NA1000. Desta maneira podemos concluir que SpdReséd relacionado com resposta a
H,O,durante a fase estacionaria.
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Figura 40 - Ensaio de inibicao por @,
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Gréfico da média dos tamanhos dos halos de inilpo@d+0, na fase exponencial e estacionaria das
linhagens, NA1000 e SP27189pdR, respectivamente.
FONTE: da Silva, C. AP. T.

Foi analisada a morfologia do mutante SP2710 na fagponencial e na fase
estacionaria (24 e 48 horas de crescimento), etanteundo mostrou nenhuma modificacao
em sua morfologia em relacdo a linhagem selvagerhOR8 (Figura 41), o que sugere que
SpdR néo esta regulando nenhum gene relacionadofalogia celular.
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Figura 41 - Morfologia celular NA1000 e SP27185pdR.

NA1000 l}c| SP2710 eJt|

NA1000 24h SP2710 24h
NA1000 48h SP2710 48h

As fotos foram tiradas de culturas na fase expdakr? e 48 horas de crescimento em meio PYE.
As culturas foram visualizadas na lente de 1000xuheento.
FONTE: da Silva, C. AP. T.
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5 DISCUSSAO

A caréncia nutricional € um estresse frequentemententado pelas bactérias e as
mesmas tém que se adaptar rapidamente a mudangerfiiode crescimento celular para
manterem-se viaveis. Ef. coli e B. subtilisrespectivamente, os fatores RpeS) € SigB
(6®) sdo reguladores globais de fase estacionariatresss geral (LANGE; HENGGE-
ARONIS, 1991; VOLKER; MAUL; HECKER; 1999 . crescentugdo possui ortélogos dos
genesrpoS e sigB, bem como as outrasproteobactérias (CHIANG; SCHELLHORN 2010;
HECKER; PANE-FARRE; VOLKER; 2007) e um reguladomlghl equivalente nao foi
identificado até o momento. Recentemente, foramtiiittados dois fatores envolvidos na
adaptacdo d€. crescentus caréncia de carbono: a molécula ppGpp, queibonpara a
regulacdo da estabilidade da proteina DnaA e indeioreplicagdo do cromossomo, e 0
pequeno RNA né&o codificante CrfA, que controla al@bdade do mRNA de 27 transcritos
durante a caréncia de carbono (LESLEY; SHAPIRO 2088IDT et al., 2010).

Neste trabalho, a regulacdo do gaseD de C. crescentudoi detalhada e foram
identificados sinais que ativam a inducdo do gemeénitio da fase estacionaria, revelando
parte da complexa rede regulatéria que modulaqu@ssdo. Foi observado que a indugéo de
cspD responde a caréncia de carbono, mas ndo a camdmaiitrogénio e esta inducédo é
dependente do tipo de fonte nutricional presentmeio.cspDé altamente induzido em meio
contendo aminoacidos (peptonajnas ndo em meio contendo aglucares como glicose ou
xilose e ainda, quando as células crescem em nogiredo xilose a expressao cipD é
reprimida na fase estacionaria tardia. A presergglitose no meio contendo peptona
também diminui os niveis maximos de expressao @gste, quando comparado com o meio
contendo somente peptona. Este efeito pode sdtamsude uma possivel repressdo, embora
nao haja na literatura informacdes sobre tal sitel® regulacdo ert. crescentusEm
Meisenzahl e colaboradores (19999demos verificar que a represséo da utilizacdaatese
em C. crescentupode ser vista em meio complexo contendo glicése xlose, indicando
gue ambos os agucares podem ser utilizados conesfprimarias de carbono. Além disso,
foi visto que AMP ciclico estimula a expressdo deimas catabolicas, embora as
concentracgdes intracelulares de AMP ciclico sejependente da fonte de carbono utilizada
(SHAPIRO et al. 1972).

A andlise da expressédo dspD, mostrou que a taxa de crescimento das células é
significativamentemaior em meios contendo aclUcares que em meiosr@maminoacidos.

Aparentemente a expressao do gene € inversamempgonal a taxa de crescimem@sse
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efeito pode ser independente da fonte de carbolada. Isto pode indicar que a inducéo de
cspDde alguma maneira esta respondendo a taxa dénceeso ao invés da fonte de carbono
disponivel. O mesmo foi observado &ncoli, onde a expressao dspDtambém varia em
resposta a diferentes fontes de carbono, e odadeslindicam que a expressaocdpD é
inversamente proporcional & taxa de crescimenssa expresséo é independente do fator
(YAMANAKA, INOUYE, 1997).

Uma possivel ligacdo entre a taxa de crescimensoexpressao despD em C.
crescentuspode ser o segundo mensageiro ppGpp. EEncoli, ppGpp é produzido em
resposta a maioria dos estresses e limitacOe<iontis, além da caréncia de aminoacidos, e
foi verificado que o acumulo de ppGpp é maior efulag que crescem em meio minimo que
em células que crescem em meio rico (CASHEL etl891; YAMANAKA, YNOUYE,
1997). A expresséo despDdeE. coli no duplo mutantspoTrelA é muito baixa, portanto
ppGpp atua positivamente sobre a expressaaspg® neste organismo (YAMANAKA,
YNOUYE, 1997). Em um uma analise global da expr@sgghica entactobacillus lactisem
resposta a caréncia de carbono (isoleucina e glicas resposta severa e a taxa de
crescimento foram comparadas, e 0s resultados anastrque a resposta severa ndo € um
mecanismo geral que controla a taxa de crescinmntresposta a caréncia de glicose neste
organismo (DRESSAIRE, et al., 2008).

Em Caulobacter a caréncia de glicose impede o inicio da repficago DNA,
processo dependente de ppGpp, e bloqueia a trandgéacélula-talo para célula movel
(LESLEY, SHAPIRO, 2008). A expressdo dspD no mutante nulcspoT indica que a
inducdo decspD por caréncia de glicose é dependente de ppGprE.Emli, a producdo de
ppGpp responde a caréncia nutricional, circunstdasta que causa parada no crescimento.
Durante a caréncia de aminoacidos, ppGpp € ne@egsdn a eficiente transcricdo de genes
de biossintese de aminoacidos (XIAO et al. 199iferentemente d&. coli, C. crescentus
produz ppGpp em caréncia de glicose e nitrogénes méo em caréncia de aminoacidos
(LESLEY; SHAPIRO, 2008; BOUTTE; CROSSON, 2011). é&stesultado pode ser
fundamentado pelo fato quie coli € um dos microrganismos que normalmente compdem a
microbiota do trato intestinal de humanos, no carainoacidos estdo presentes em altas
concentragdes, desta maneira, sendo uma fontecionti facilmente disponivel para a
bactéria (SAVAGEAU, 1983). Em contras(, crescentusive em ambientes oligotroficos e
0S aminoacidos estdo presentes em baixas condmardeOINDEXTER, 1981; THOMAS,
1997), desta maneira a resposta severa neste srgarioi desenvolvida de modo a nao

responder a caréncia de aminoacidos. Através deamdése global de genes regulados por



106
DISCUSSAO

ppGpp emC. crescentysfoi observado que os genes relacionados com hsm@ioo sao
reprimidos, ja genes relacionados com cataboligfanes sensoriais e de quimiotaxia, além
de genes relacionados a recombinacdo sdo induzpidosppGpp. Estes resultados séo
similares aos que ja foram reportados em outragcesyy com excecdo dos genes de
biossintese de aminoacidos, que €mcrescentusao reprimidos (BOUTTE, CROSSON,
2011).

A molécula ppGpp pode estar agindo de duas mansalase o genespD de C.
crescentustanto na transcricdo da proteina ativadora domogesssim consequentemente
diminuindo a expressao @spDno mutantespoT, ou diretamente na transcricdoapD Os
niveis de RNA polimerase livre aumentam durante age f estacionaria, devido a
desestabilizacdo do complexo aberto causado pdécut@ ppGpp, diminuindo a transcricao
de genes de manutencdo da célula, causado pelaldhiie da RNA polimerase se ligar a
estes promotores fortes, principalmente promotdeeRNA ribossomais. Desta maneira, ha
uma maior quantidade dmre da RNA polimerase livre, a competicdo petwre da RNA
polimerase diminui, e fatores sigmas alternativesa tnaior acesso a este, transcrevendo 0s
genes de estresse (MAGNUSSON; FAREWELL; NYSTROM)3®O0No caso despDdeC.
crescentusp fator sigma que inicia sua transcricdo aindaegcaohhecido, desta forma é
necessario um estudo mais apurado nesta via degégupara que seja determinado a que
sinal ppGpp responde, bem como qual fator signes@onsavel pela transcricidoaipD

A regido promotora do gerespD foi analisada detalhadamente e observou-se que a
regido entre as posicoes -73 a -35 € importantegaxpressao de CspD. Essa regido poderia
ser importante para a interacdo da subunidada RNA da polimerase com o promotor ou
até mesmo ser o sitio de ligagdo de um reguladotratescricdo que interage com a
subunidade alfa da RNA polimerase, recrutando-a pgoromotor. Ainda é possivel que o
ativador se ligue na regido adjacente a regidaadeBpromotor, interagindo com o sigma da
polimerase, posicionando a mesma na regidao prometassim ativando a transcricdo. Nestes
casos, a RNA polimerase necessita da interacao atMadores para um posicionamento
efetivo na regido promotora.

Ha ainda a possibilidade de que um 1° ativador deendente de um 2° ativador.
Muitos promotores sdo controlados por dois ou nfetigres transcricionais e, em alguns
casos, a RNA polimerase pode interagir com maisadativador ou depender da combinacéo
deles para que a transcricdo ocorra. Os ativadmydem ser co-dependentes, onde um €
incapaz de se ligar na regido especifica na aws@ucoutro. Seria possivel que este tipo de

regulacdo estivesse atuando sobre o @sp& onde uma proteina regulatoria se ligue na



107
DISCUSSAO

regido —98 a —73 dependendo da outra proteinaayligasna regido -73 a -35. Entretanto,
nossos dados de ligagéo do regulador SpdR a ré3f8&-73 ndo sustentam esta hipotese.

Com o propésito de achar o regulador transcriciodal gene cspD, foram
identificados varios genes que afetam a expresséspd na fase estacionaria. Muitos genes
estdo envolvidos no transporte de nutrientes atrdeénembrana e metabolismo de carbono,
como aminoacidos e glicose, corroborando o fatguiecspD é induzido sob caréncia de
carbono e ndo de nitrogéni@. crescentugadquire muitos nutrientes externos via transporte
pela membrana, e esses sistemas necessitam tgramde afinidade por nutrientes para que
sustente o estilo de vida oligotrofico desta ba&t@dIERMAN et. al, 2001). Mais de 80
transportadores do tipo ABC transportam nutrieete€. crescentu§YOUNG, HOLLAND,
1999).No trabalho de Hottes (2004) muitas proteinas debngna foram estudadas; dentre
estas, receptores TonB-dependentes e alguns tréadpes do tipo ABC. Foi analisada a
relacdo de expressdo em meio minimo com glicoseGjMeheio complexo (PYE) e meio
minimo contendo xilose (M2X). Os dados de expregginca deste estudo sugerem Que
crescentusmodula o transporte e a sintese destes em respostaeio em que estdo
crescendo: seis transportadores do tipo ABC s&onmejps em meio PYE, incluindo trés que
estdo envolvidos no transporte de sulfato; cinco is@luzidos em PYE, que incluem
componentes similares agueles usadas no trangpentésteina, acucar e fosfato em outras
bactérias.

Foi identificado um regulador de resposta de untersia de dois componentes,
codificado pelo genspdR necessario para 0s maximos niveis de expressid na fase
estaciondria. A identificacdo deste regulador @deema importancia, pois pouco se sabe a
respeito dos genes controlados em fase estaciagr@r@ crescentusCélulas neste estagio
sdo mais adaptadas a lidar com condi¢cbes de banaewitracdo de nutrientes, aumentando
sua resisténcia a estresses secundarios geradasfgsel estacionaria (WORTINGER,;
QUARDOKUS; BRUN, 1998). Alguns dos genes envolvidas aumento da resisténcia a
estresses nesta fase sado regulados por fatoreassaytmacitoplasmaticos (ECF), como alguns
genes de estresse oxidativo, que sdo regulados fpedo sigma sigF (ALVAREZ-
MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006). Além disso, muitogequenos RNAs regulatorios
sao induzidos na fase estacionaria e por caréeatarntbono, sugerindo existir uma complexa
rede regulatéria controlando a expressdo de vgeass nesta fase e essa regulacdo parece
ser mais complexa do que depender apenas de utadegglobal (LANDT, et al. 2008).

O genespdRcodifica um regulador de resposta de um sistendbecomponentes, e

provavelmente é cotranscrito capdS Foram realizadas muta¢gBes nestes dois genes e 0s
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resultados demostraram que células cultivadas e P¥E ndo sofrem alteracdo na
morfologia e nem no ciclo celular, quando compasattam a linhagem selvagem NA1000
(SKERKER, et al. 2005).

Estudos de expresséo utilizando microarranjos dé DP&elaram que uma grande
fracdo de genes tém a sua expresséao variandoicgindimente nas culturas @e crescentus
cultivadas em PYE, M2G e M2 suplementado com xild$©@TTES et al. 2004). Segundo
estes autores, a classe de genes mais induzidaegmncontendo xilose codifica proteinas
relacionadas com a degradacdo de polimeros extlaic. A expressdao do gespdRfoi
analisada em diferentes meios e mostrou-se maioneim M2 suplementado com xilose em
relacdo ao meio PYE (2.33 vezes maior) e M2 comtegiitose (1.66 vezes maior). E
possivel que SpdR regule a expressdo de uma vaeietkagenes que estao relacionados a
utilizacdo de fontes alternativas de carbono. Mbatho de HU e colaboradores (2005), foi
observado que o sistema de dois componaudRe spdSé induzido sob estresse causado
por cromato e dicromato. Estes genes também séaidus em caréncia de carbono segundo
Britos e colaboradores, (2011). Estes trabalhogrsug que o regulon de SpdRS €n
crescentugpossa compreender genes de respostas diversasddea responder a estresses, e
certamente também envolvidos com caréncia nuti@tion

Um estudo de microarranjos de DNA permitiu verifioa inicios de transcricdo que
respondem ao ciclo celular (SKERKER et al. 2005)estresse por metais pesados
(MCGRATH et al. 2007). A transcricdo do gesmS(que esta em um possivel operon com o
genespdR responde a metais pesados, tendo o inicio dectigho localizado a +6 da
sequéncia ATG (codon de iniciacdo de traducdo)igieedo gene. Assim, € provavel que a
notacédo do genspdSno banco de dados GeneBank esteja errada e cquggda codificante
deste seja menor do que a prevista. Foi verifitaddém que a expressao deste operon nao
se altera durante o ciclo celular (MCGRATH et 802 e SKERKER et al. 2005).

Em um recente trabalho de localizacdo de prote@msescala genémica de.
crescentusforam localizadas um total de 352 proteinas,rdea$ quais a histidina quinase
produto do gene CC0248 (WERNER et al. 2009). Alipagao foi determinada utilizando
uma fusdo do N- terminal da proteina com a proteiGaerry. A histidina quinase se mostra
em uma distribuicdo irregular ou manchas (iderstitfacs como Patchy/Spotty), e € semelhante
a localizacdo de proteinas helicoidais como MreBoWnacdo deste filamento de proteinas
nao € caracterizada ainda, o que da margem a sstodo relacdo a esta proteina e ao seu
papel na célula (WERNER et al. 2009).
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C. crescentusodifica 106 proteinas que fazem parte de sistd#ndois componentes
sendo, 62 histidinas quinase e 44 reguladores spsta (NIERMAN et al. 2001). Alguns
genomas de bactérias possuem mais de 250 prognaigadoras, muitas vezes mais que
5% dos genes identificados do genoma.Emoli a maioria do sistema de dois componentes
sao codificados em operons um regulador de resgostea a histidina quinase cognata e a
fosfotransferencia s6 € realizada pelo par de pradée EmC. crescentuscerca de 41
histidinas quinase e 19 reguladores de resposiagyri&os, ou seja, 57% de todos os sistemas
dois componentes nédo sdo codificados no mesmom@EiBRMAN et al. 2001).

A proteina SpdR se liga em uma repeticdo inveriitiperfeita, posicionada
relativamente longe da regido -35 do promotocsfE (entre posicdes -87 e - 69). Isto sugere
que a proteina se ligue na regidao promotora comodimero, interagindo com a RNA
polimerase e consequentemente ativando a transada@@enecspD de C. crescentusNeste
trabalho, foi observado que SpdS fosforila o reduieSpdRin vitro, e este resultado vai de
encontro a trabalhos anteriores que mostram quéisglinas quinases exibem uma
preferéncia cinética por seu substrato cogimatavo (SKERKER, et al. 2005). Além disso, o
residuo aspartico na posicao 64 da proteina mesgmecessario para a ligacdo de SpdR na
regido promotora do gemspD confirmando a dependéncia de fosforilagao.

Os resultados sugerem que pode haver mais de ond¢ipegulacdo atuando neste
gene. O genespD provavelmente responde a fase estacionaria pé@naar de fonte de
carbono. Esta regulacédo basal é independente @ raivadora a montante do promotor, e
parece ser sujeita a repressao por glicose. Sdieep@sta, um aumento notavel na expressao
de cspDdepende da regido ativadora, que contém o sitigagio da proteina SpdR. Como
esta deve ser fosforilada pela histidina quinasgSSgm resposta a um sinal para ativar a
expressado, o gerespD também responde a este sinal que pode ser, ou nefagionado a
fonte de carbono.

Apesar dos genesspC e cspD serem induzidos na fase estacinaria e codificarem
proteinas com a duplicacdo do dominio de choqoedstas apresentam estruturas primarias
bem diferentes. Em trabalhos paralelos realizadn$aboratério foi visto que SpdR e a
molécula ppGpp ndo atuam positivamente sobre e ggnC de C. crescentusapesar do
mesmo ser induzido em caréncia de glicose (dadmpuidlicados). Desta maneira sugere-se
que ambos possuem funcgdes distintas na célula (EESTHEROS et al., 2010) e néo
compartilham a mesma via regulatéria.

Quando CspD é superexpressakengoli, a proteina causa um efeito toxico na célula,

e este é atribuido ao fato de que esta pode atuwao énibidor de replicacdo de DNA



110
DISCUSSAO

(ssDNA) na entrada da fase estacionaria (YAMANAK®Aak 2001). Entretanto, 0 aumento
da expressdo de CspD e@h crescentusndo surte o mesmo efeito, portanto, o papel
fisioldgico desta proteina neste organismo muitvgvelmente € distinto do apresentado em
E. coli. Até o0 momento também pudemos observar que aagulda expressdo do gene
cspDdeC. crescentuslifere decspDdeE. coli, sendo este ultimo regulado por um sistema
de toxina e antitoxina (KIM, WOOD, 2010). Foi visembém que os niveis de CspD Em
coli durante o crescimento celular variam de forma wclégedte da protease Lon
LANGKLOTZ, NARBERHAUS, 2011 ). Outro fato interesga € que CspD de. crescentus
apresenta duas bandas em gel de SDS-PAGE, sendongaecorresponde ao tamanho
esperado e a outra é maior (BALHESTEROS et al. RH$&e resultado indica que &
crescentusCspD tem diferentes isoformas, sendo que provargknuma delas € objeto de
modificacdo pos-traducional, e isto poderia teit@fobre a sua funcao na célula.

O papel de SpdR em ativar a expressdo de CspDigio da fase estacionaria, sugere
que este regulador pode ser ativado por fosfonlagBencadeada pela caréncia de nutrientes,
provavelmente relacionada com a fonte de carbondet®&rminacdo do regulon de SpdR
poderia trazer informacgdes a respeito do processaddptacdo a fase estacionaria e estresses
gerais, e ainda, evidenciar novos mecanismos r@guas emC. crescentusAtravés de uma
analise in silico inicial, os genes possivelmente regulados por Spubstraram-se
interessantes, dentre esses um de grande impertimareS que codifica para a proteina
Crescentina que € responsavel pelo formato vileidalé C. crescentus(GITAI; DYE;
SHAPIRO, 2004). O mutante SpdR ndo mostrou alteragérfologica; sendo assim, se este
regulador possui papel na ativacdo do gereS € possivel que a sua contribuicdo seja
minoritaria na expressao geral deste gene ou ajodaoutros fatores regulatérios estejam
compensando sua auséncia de modo a ndo comprarsetéveis adequados de crescentina
para a manutencdo do formato curvo da célula. Tesmovista que essa proteina €
responsavel pela forma vibridide ou helicoidal defgndo do tamanho das células, uma
abordagem possivel para o estudo da contribuic®pdR na determinagédo da morfologia de
Caulobacterseria a sua superexpressao, que poderia provoearmento dos niveis de
crescentina nas células, levando-as a adocao i floelicoidal mesmo na fase exponencial

de crescimento.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho caracterizamos a regulacdo do ggpi@ desvendando os sinais que
iniciam sua inducéo na fase estacionaria e desmelodaarte da rede regulatéria que modula
esta reposta. Foi observado que a inducaspBresponde a caréncia de carbono, e que essa
caréncia depende da fonte de carbono presente.n® @ealtamente induzido em meio
contendo aminoacidos (Peptona), mas ndo em meieram acucares (glicose e xilose), e
células que cresceram em meio contendo xilose exiger uma forte repressao apD em
fase estacionaria. Foi visto que a presenca desglioco meio contendo peptona causa uma
forte diminuicdo na expressao dgpD em comparacdo ao meio contendo somente peptona,
podendo ser uma repressao causada por glicose.

Através da mutacdo do gene que codifica a prot8p@l, pudemos verificar que
ppGpp € necessario para a expressa@spd em caréncia de carbono, mas ainda néo
sabemos se esse efeito é direto ou indireto.

Foram realizadas varreduras em duas bibliotecas migantes, onde foram
identificados varios genes que afetam a express@&ep na fase estacionaria. Dentre estes,
identificamos um regulador de resposta de um s@stdendois componentes, SpdiRie é
responsavel pela inducdo depD em fase estacionaria. Este regulador € fosforilaela
histidina quinase SpdS e definimos a sequéncimdedo deste fator.

Andlises fenotipicas com a linhagem mutaspgdRforam realizadas. Até o momento
podemos concluir que este mutante ndo mostrouiéedia no crescimento tanto em fase
exponencial quanto na fase estacionaria em difssenteios, a sua morfologia nao foi
alterada e esta linhagem nao apresenta sensilalaladtresse oxidativo.

Conseguimos verificar que a proteina CspD nao esidlvida na inibicdo da
replicacdo celular, ndo modifica morfologia da [#le ndo causa uma maior resisténcia a
estresse por #D, quando superexpressa. Apesar da regulacacsple de E. coli possuir
algumas caracteristicas comuns cospD de C. crescentusp seu papel fisioldgico até o
momento se mostra diferente.

Todos esses resultados deram origem a um artigcadd recentemente nmurnal
of Bacteriology intitulado ‘SpdR, a Response Regulator Requires for StatiorRhase
Induction of Caulobacter crescentus cspurante esse periodo também foram realizados
experimentos cujos resultados foram publicados etmo @rtigo intituladd'CspC and CspD
are essential for Caulobacter crescentus stationgtyase survival; no Archives of

Microbiology, no qual tiveparticipacéo.
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