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RESUMO

SILVA, F. A Avaliacao da estabilidade genética conferida pelo l6cus parB e
forca de expressdao dos promotores deste sistema. 2013. 80 f. Dissertagao
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Em processos biotecnoldgicos, a estabilizacdo de construcbes genéticas em
bactérias é de fundamental importancia. Para tanto, no presente trabalho, se
analisou o efeito de estabilizacdo plasmidial promovido pelo I6cus parB (hok/sok)
nas bactérias Escherichia coli, Cupriavidus metallidurans e Cupriavidus necator
portadoras dos plasmideos pCM2, pBBR1MCS e seus respectivos derivados
contendo o lécus parB, pCM3 e pBBPAR. As bactérias portadoras do plasmideo
pCM2 exibiram acentuada perda segregacional do plasmideo apdés 50 geragdes,
enquanto que, as bactérias portadoras dos plasmideos pCM3 e pBBPAR exibiram
alta estabilidade segregacional, mesmo ap6s 100 geracdes. Também, foi avaliada a
forca de expressdo da proteina verde fluorescente (EGFP) pelos dos promotores
phok e psok, presentes no l6cus parB,. Utilizando da técnica de microscopia de
fluorescéncia, foi observado que os promotores psok e phok expressaram o gene
EGFP em intensidades diferentes em cada bactéria avaliada. Por meio de citometria
de fluxo, foi observado que o promotor phok apresentou maior forca de expressao
do gene EGFP nas bactérias E. coli e C. metalliduras que o promotor psok, e este

mostrou ser o promotor mais forte em C. necator.

Palavras-chave: Cupriavidus metallidurans. Cupriavidus necator. Estabilidade
genética plasmidial. Forca de promotor bacteriano. Microscopia de flurescéncia.
Citometria de fluxo.



ABSTRACT

SILVA, F. A. Evaluation of the genetic stability conferred by the parB locus and
the expression strength of the promoters from this genic system. 2013. 80 p.
Dissertation (Masters thesis in Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

In biotechnological processes, stabilization of genetic constructs in bacteria is of
fundamental importance. Therefore, in this study, we analyzed the effect of plasmid
stabilization promoted by parB (hok/sok) locus in Escherichia coli, Cupriavidus
metallidurans e Cupriavidus necator carrying the plasmids pBBR1MCS and pCM2
and their derivatives containing the parB locus, pBBPAR and pCMS3. Bacteria
carrying the plasmid pCM2 showed a marked segregational loss after 50
generations, while the bacteria carrying the plasmids pCM3 and pBBPAR exhibited
high segregational stability even after 100 generations. Also, we evaluated the
strength of expression of green fluorescent protein (EGFP) by the promoters phok
and psok present in locus parB. Using the technique of fluorescence microscopy, it
was observed that the promoters psok and phok expressed EGFP at different
intensities in each bacterium evaluated. By means of flow cytometry, it was observed
that the promoter phok showed a higher strength of expression of EGFP gene in the
bacteria E. coli and C. metallidurans than psok, and the latter proved to be the
strongest promoter in C. necator.

Keywords: Cupriavidus metallidurans. Cupriavidus necator. Genetic stability of
plasmid. Bacterial promoter strength. Fluorescence microscopy. Flow cytometry
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1 INTRODUCAO

O presente estudo surgiu da necessidade de se buscar uma ferramenta para
a estabilizacdo genética de plasmideos portadores de construgcoes genéticas
capazes de expressar proteinas heterdlogas com aplicacdo em biorremediacao
ambiental (BIONDO, 2008; BIONDO et al., 2012). Dentre as varias possibilidades de
estabilizar a informacgao genética de interesse em bactérias, optou-se por se verificar
a eficacia do sistema de estabilidade pds-segregacional conferida pelo sistema
hok/sok (parB), integrado aos plasmideos de expressao da proteina heteréloga, uma
vez que, permitiria através desta abordagem manter as coépias de plasmideos por

célula da construcao de interesse biotecnoldgico.

1.1 Relevancia do projeto

Atualmente, o uso em larga escala de microrganismos geneticamente
modificados (OGM) na industria biotecnoldgica traz algumas preocupacdes quanto a
eficiéncia e estabilidade destes OGMs. Desta maneira, a utilizacdo de uma
ferramenta que traga ao processo biotecnologico, que aplica tais microrganismos
modificados, a caracteristica de estabilidade genética, traz confiabilidade e
seguranca ao processo. Desta forma, o sistema hok/sok se apresenta como uma
ferramenta cientifica interessante, uma vez que, permite a permanéncia do
plasmideo na célula hospedeira por um grande numero de geracdes, garantindo a
presenca da construcao génica de interesse no microrganismo utilizado no processo

industrial, aumentando a produtividade comercial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estabilidade genética de plasmideos procariéticos

O plasmideo sendo um elemento genético extracromossomal circular com
capacidade autorreplicativa independente do cromossomo, que apesar de nao ser
essencial para a célula, muitas vezes carrega uma série de genes que proporcionam
uma rapida adaptacao da bactéria portadora ao ambiente em que se encontra, no
entanto, por vezes se torna um fardo metabdlico (McLOUGHLIN, 1994; O’'CONNELL
et al., 2006; SENGUPTA; AUSTIN, 2011; SOBECKY et al., 1996; WOMBLE;
ROWND, 1988).

A estabilidade ou instabilidade do plasmideo e o seu efeito em um
determinado microrganismo € determinante para o uso industrial em ambientes
controlados ou para a sua aplicacdo no meio ambiente.

A instabilidade de culturas celulares representa um grande problema no
momento de explorar sua potencialidade biotecnolégica, sendo que esta
instabilidade é influenciada ndao sé pela natureza da célula hospedeira em que se
encontra, como também pelas condigcdes ambientais impostas (McLOUGHLIN, 1994;
SUMMERS, 1991).

Técnicas biotecnolégicas permitem o desenvolvimento de microrganismos
geneticamente modificados para serem utilizados pela industria em processos
fermentativos, de modo a favorecer caracteristicas desejadas no microrganismo de
interesse. Essas modificacées genéticas podem diminuir a robustez ou estabilidade
da cultura e até mesmo a capacidade de sobreviver devido a carga energética
imposta a célula (ARANTES, 2003; McLOUGHLIN, 1994).

Diversos fatores podem influenciar na estabilidade genética e manutencao
dos plasmideos, dentre eles, um de grande importancia é o numero de cépias
(EBERSBACH; GERDES, 2005; JOHNSON et al.,, 1996; MEACOCK; COHEN,
1980). Assim um plasmideo de alto nimero de coépias pode ser estavelmente
mantido na célula devido ao seu numero. Estes plasmideos, geralmente pequenos,
sao estavelmente mantidos supostamente devido a segregacao randémica, uma vez
que, nao ha provas conclusivas da particao ativa destes plasmideos naturais e seus
derivados (EBERSBACH; GERDES, 2005; JOHNSON et al., 1996; SUMMERS,
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1991). Contudo, nem todos plasmideos de alto numero de coOpias sdo estaveis,
simplesmente por sua segregacao e distribuicdo aleatéria (EBERSBACH; GERDES,
2005).

Por outro lado, os plasmideos de baixo niumero de cépias, em geral maiores,
minimizam a carga metabdlica a célula hospedeira. Como ndo podem depender de
uma segregacao e distribuicdo randémica para garantir chances iguais de estarem
na célula filha, é inevitavel que possuam sistemas génicos de particdo ativa e outros
mecanismos que garantam uma hereditariedade estavel, mesmo quando as
bactérias sao cultivadas em meios nao seletivos (EBERSBACH; GERDES, 2005;
JOHNSON et al., 1996; NORDSTROM; AUSTIN, 1989; SOBECKY et al., 1996;
SUMMERS, 1991).

Desta forma, diversos sistemas genéticos de segregacdo genética foram
descobertos e estdo apresentados nos préximos tépicos.

2.2 Sistemas Toxina-Antitoxina (TA)

O sistema conhecido como Toxina-Antitoxina (TA) de morte poés-
segregacional foi descoberto nos anos 80 por dois grupos distintos: (i) Ogura e
Hiraga (1983), com o operon ccd, inicialmente proposto como componente na
divisdo celular e, subsequentemente, redefinido como sendo um sistema de
estabilidade por Jaffé et al. (1985); e, (ii) Gerdes et al. (1986), com o estudo do
sistema hok/sok do plasmideo R1 de Escherichia coli.

Apesar das descobertas realizadas por Ogura e Hiraga (1983) e Gerdes et al.
(1986) serem paradigmas no estudo do sistema TA, eles possuem componentes e
mecanismos diferentes.

Gerdes, Rasmussen e Molin (1986) propuseram o termo morte poés-
segregacional para descrever a diferenca na estabilidade entre os componentes da
toxina, estavel, e sua antitoxina, menos estavel. Sendo assim, aquelas células livres
de plasmideos atuam degradando rapidamente a antitoxina, permitindo a acdo da
toxina, a qual provoca a morte de células que perderam o plasmideo apds a divisao
celular.

Atualmente sdo definidos cinco tipos de sistemas TA: tipo I, II, lll, IV e V
(Tabela 1).



Tabela 1 - Principais exemplos dos diferentes tipos de sistema TA

Toxina | Antitoxina Descricao Referéncia
Hok Sok Paradigma no,estudo do S|stfema TA tipo |, qqe estabiliza Gerdes 1988
plasmideos em bactérias Gram-negativas
Fst RNAII O primeiro sistema TA tipo | identificado em Gram-positivas | Greenfield et al. 2000
TisB IstR Resposta a danos do DNA Vogel et al., 2004
; LdrD RdID Sistema cromossomal em Enterobacteriaceae Kawano et al., 2002
o
i: FImA FImB Homologo de hok/sok e’que também estabiliza o Loh et al., 1988
plasmideos F
bs Sib Desco_b_erta na regido intergénica de E. coli, Fozo et al., 2008
originalmente nomeado QUAD RNA
TxpA/BmT RatA Assegura que Bacillus subtilis herd(? o elemento skin Silvaggi et al., 2005
durante a esporulagéo
w
SymE SymR Sistema cromossomal induzido como uma resposta SOS Gerdes20eo7 agner
Sistema identificado em Xanthomonas campestris com -
XCV2162 ptaRNA1 distribuicao filogenética erratica Findeiss et al., 2010
CcdB CcdA Encontrado no plasmideo F de Escherichia coli Bernard1 g 9(;:0utur|er
ParE ParD Encontrado em mlltiplas copias de Culobacter crescentus Fiebig et al., 2010
Encontrado em E. coli e no cromossoma de outras Hazan e Engelberg-
MazF MazE ;
— & a bactérias Kulka 2004
8- vafo yaiN Sistema induzido como reSI:PO:;?,‘ SOS a danos no DNA em Singletary et al., 2009
= —
HicB HicA Encontrado em areche’a e ba(_:terlas, amfja naq es'Fa claro Makarova et al., 2009
qual componente é a toxina e qual é a antitoxina
RelE RelB Encontrado no cromossoma de E.coli Chr|ste2n§0e; etal,
Kid Kis Estabiliza o plasmideos R1 e é relacionado com o sistema | Diago-Navarro et al.,
CcdBA 2010
Encontrado no plasmideos de Erwinia caratovora como um
ToxN ToxI sistema para limitar a infecgéo por bacteriéfago promovendo| Fineran et al., 2009
— a morte celular
8_ CptN Cptl Encontrado em Coprococcus catus GD/7 Blower et al., 2012
[
TenpN Tenpl Encontrado no genoma de Photorhabdus luminescens Blower et al., 2012
=
8_ CbtA (YeeV) YeeU Funciona antagonicamente a toxicidade de CbtA Masuda et al., 2012
[
>
8_ GhoT GhoS GhoS degrada os RNAm do gene ghoT Wang et al., 2012
[

18

O Tipo | (Figura 1) foi descoberto primeiramente em bactérias Gram-negativas

por Gerdes et al. (1986) com o sistema hok/sok. Este sistema esta também presente
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em bactérias Gram-positivas como no caso do plasmideo pAD1 em Enterococcus
faecalis. Este sistema consiste basicamente em dois genes: (i) um que codifica uma
pequena proteina menor que 60 aminoacidos, hidrofébica, que causa danos a
membrana celular; e, (ii) o outro produz um RNA antisenso que se sobrepde ao
MRNA da proteina tdxica alterando a sua estabilidade e/ou traducao, ou um sRNA
regulando a transcricao da proteina. Estes genes podem atuar em cis, como no caso
do sistema hok/sok, ou em trans, como no sistema shoB/OhsC (BRANDTL, 2012;
DURAND et al., 2012; FOZO, HEMM e STORZ, 2008, FOZO, 2012).

Figura 1 — Sistema TA de tipo .

o

RNA Sok antisenso *

y 8

‘ Ribonuclease ‘ ‘Membrana intema‘

Figura representativa do l6cus parB paradigma do sistema TA tipo | onde o gene hok codifica uma proteina
toxica que desestrutura a membrana interna da célula e o gene sok que codifica um RNA antissenso que
interage com o mRNA da proteina Hok e sinaliza para a ribonuclease Ill degradar a dupla fita de RNA.

Fonte: Modificada de Hayes e Melderen (2011).

No sistema de tipo Il (Figura 2) a proteina téxica (e.g., CcdB) interage com a
subunidade catalitica GyrA da DNA girase aprisionando o complexo de clivagem
entre a enzima e o DNA e, deste modo, impede a replicacao. Diferentemente dos
sistemas de tipo |, a antitoxina dos sistemas de tipo |l também é uma proteina (e. g.,
CcdA) que interage com a toxina apdés a sua traducao, formando um complexo
protéico que inibe a atividade téxica da proteina (BRANDTL, 2012; DURAND et al.,
2012).
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Figura 2 - Sistema TA de tipo II.
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Figura representativa dos genes ccdAB, paradigma no sistema TA de tipo Il onde o gene ccdA, antitoxina,
codifica uma proteina que interage com a proteina do gene ccdB, toxina, para inibir a sua toxicidade.
Fonte: Modificada de Hayes e Melderen (2011).

O sistema TA de tipo Il € um hibrido dos dois tipos anteriores (Figura 3),
conforme descrito por Fineran et al., (2009). A toxina (e. g., ToxN) possui atividade
ribonucleotidica, como algumas das proteinas presentes em sistemas TA tipo I, mas
sua antitoxina € um RNA, a exemplo do tipo I. Neste caso o RNA se liga a toxina de
forma a neutraliza-la (BRANDTL, 2012; DURAND et al., 2012).

Figura 3 - Sistema TA de tipo .

\ |

-~ @
\
P =

Figura representativa do gene toxIN, paradigma do sistema TA de tipo Ill onde a proteina téxica ToxN € inibida
pela ligagdo do mRNA de Toxl. Este complexo regula negativamente o operon.
Fonte: Modificada de Hayes e Melderen (2011).

Recentemente, outros dois tipos de sistemas TA vém sendo propostos (tipos
IV e V). No sistema de tipo IV (Figura 4) assim como no tipo Il, a antitoxina também
€ uma proteina (e. g., Yeel), contudo a sua forma de atuacao é diferente. Nos
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sistemas TA tipo IV a antitoxina interfere na ligacdao da toxina com o seu alvo
antagonicamente, ao invés da direta interferéncia formando um complexo toxina-
antitoxina (MASUDA et al., 2012).

Figura 4 - Sistema TA de tipo IV.
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Figura representando a forma de atuacdo do sistema TA de tipo IV, em que a antitoxina CssA (YeelU) atua
antagonicamente no sitio de ligagdo da toxina CbtA (YeeV), nas proteinas MreBe, FtsZ permitindo a
polimerizacdo destas para a formagao do citoesqueleto.

Fonte: Baseada em Masuda et al. (2012).

No sistema de tipo V descrito por Wang et al. (2012, 2013) (Figura 5) a
antitoxina é uma RNase especifica (e. g., GhoS) que degrada o mRNA da toxina
(e.g., GhoT) antes de ser traduzido. Assim, como ja descrito para a proteina Hok, a
proteina GhoT funciona presumidamente como uma toxina para a membrana, dando
um aspecto de célula fantasma, porém em grandes quantidades pode levar a lise

celular.
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Figura 5 - Sistemas TA de tipo V.
o) mmm—p —
e -Iil- Hrtie
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Figura representando a forma de atuagdo dos sistemas TA de tipo V, onde a antitoxina GhoS cliva
especificamente 0 MRNA ghoST na regido de ghoT impedindo assim a expressado da proteina toxica. Fonte:
baseada em Wang et al. (2013).

2.3 O sistema hok/sok

Durante os estudos de segregacao do plasmideo R1 de E. coli, encontrou-se
um /6cus correlacionado a estabilidade plasmidial da célula cultivada na auséncia de
pressao seletiva. Este /6cus codifica um pequeno polipeptideo altamente toxico para
a célula (MOLIN et al., 1993).

Tal I6cus denominado de parB ou hok/sok, considerado um paradigma para o
sistema TA de tipo |, codifica trés genes: (i) hok (“host of killing”): codifica uma toxina
letal que danifica a membrana celular (Hok); (i) mok (“modulation of killing”):
apresenta fase de leitura sobreposta a da sequéncia hok, sendo necessario para a
expressdao e traducdo de hok; e, (iii) sok (“suppression of killing’): codifica um
pequeno RNA, anti-senso ao mRNA de hok, que bloqueia a tradugcédo da proteina
Hok (Figura 6) (FARIDANI et al., 2006; GERDES; WAGNER, 2007).

A traducao de Hok é simultanea a tradugéao de Mok na fita do mRNA mok-hok
(Figura 6A). O enovelamento deste RNA mok-hok oculta a sequéncia “Shine-
Dalgarno” de mok (SDmok), impedindo o acesso dos ribossomos e,
consequentemente, a traducdo de ambos os genes. Um processamento parcial da
regiao 3' do mRNA mok-hok induz um re-enovelamento da molécula, causando a
exposicao de SDmok, ocasionando o inicio da traducdo de Mok e da toxina Hok, o
que leva a morte celular (Figura 6B). Contudo, isto ndo ocorre na célula que possui a
expressdao de sok um RNA antissenso, complementar a sokT, uma sequéncia a
montante de SDhok. A interagédo entre a regido sokT e o RNA antissenso sok forma
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uma estrutura secundaria que é rapidamente clivada pela RNase lll, levando a uma
rapida diminuicdo nos niveis de mRNA mok-hok, evitando a sintese de Hok e a
morte celular (FARIDANI et al., 2006; GERDES, 1988; GERDES et al., 1997;
GERDES; WAGNER, 2007).

Figura 6 — Representacdo esquematica do funcionamento do /ocus hok/sok

A i B
mRNAsok () sitio de ligagio
N\ da RNase Il
sokT  mok-hok mRNA A
3'\ 5'
)
|—’ mok hok < ?8 ) (SDnok T clivagem pela RNase Ill causa
— C/ 5 - = —= diminuigdo do mRNA mok-hok
J [ ~ (célula sobrevive)
I—J
—~_D9 mRNA mok-hok O
\

mRNA sok
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N\
okT
O ) @ ¢
] SDmox | ~ % q
7 sokT QSD"“ " e
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3 S  G—— tDL —3 expressio da proteina Hok

mRNA sok ‘ Pb . - s , (célula morre)
53 ] a—)
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(A) O Iécus parB codifica um mRNA codificador da toxina Hok (mok-hok) e o RNA antisenso sok. O
enovelamento do mRNA mok-hok impede a produgédo da toxina e “mascara” a seqiiéncia sokT (vermelho) em
uma estrutura de RNA dupla fita. Parcial processamento da regido 3’ (azul) do mRNA mok-sok induz re-
enovelamento. (B) O mRNA mok-sok re-enovelado pode produzir a proteina Hok, expondo a regido sokT em um
loop de RNA de fita simples . Em células contendo sok, ocorre o pareamento de sok-sokT, o que induz a rapida
degradacdo do mRNA mok-hok pela RNase Ill. Em células que perderam o plasmideo, a proteina Hok é
expressa, causando a morte da célula. SD- Shine-Dalgarno.

Fonte: Baseado em Cueva-Mendez e Pimentel (2007).

O RNA anti-senso sok é pouco estavel na célula (meia vida de 30 s). Por
outro lado, o mMRNA hok é mais estavel (meia vida de 20 min) e acessivel a traducao
apenas quando a porcao 3’ do RNA é processada. Quando o plasmideo é perdido
pela célula ou ocorre falha durante a segregacao, ocorre rapida degradacao do RNA
anti-senso sok, ocasionando a tradu¢cao do mRNA mok-hok e a producao da toxina
Hok o que provoca a morte celular (Figura 7). Portanto, o sistema hok/sok
proporciona estabilidade plasmidial resultante da morte pds-segregacional das
células que perderam o plasmideo portador do lécus parB (FARIDANI et al., 2006;
GERDES; WAGNER 2007).
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Figura 7 — Representacao esquematica do modo de atuacao do sistema hok/sok.
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(A) Na célula portadora do plasmideo codificante do locus parB, ocorre a expressdao do mRNA hok e do RNA antisenso sok,
evitando a expressao da toxina letal Hok. (B) Na célula onde o plasmideo é perdido, ocorre a tradugdo do mRNA mok-hok
devido a falta da fita antisenso, ocorrendo a expressao da toxina letal.

Fonte: anénima.

2.4 Sistemas TA cromossomais

Alguns autores propde a existéncia de sistemas analogos ao TA que estdo
presentes em cromossomas bacterianos.

Uma das proposicoes mais simples é que eles estariam voltados na
prevencao da delecao de grandes areas do genoma bacteriano, que seriam fatais
para as células filhas. O I6cus mazEF, por exemplo, encontrado em E. coli e outras
bactérias, induz a morte celular programada em resposta a falta de nutrientes, em
especial a falta de aminoacidos (AIZENMAN; ENGELBERG-KULKA; GLASER,
1996).

Outro exemplo, de acordo com Diago-Navarro et al. (2010), é que este
sistema é desenhado para ser bacteriostatico ao invés de bactericida. Assim, como
proposto por Christensen et al. (2001), a proteina RelE, funciona como inibidora da
traducdo durante o estresse de nutrientes, assim a sua expressao reduz as
necessidades nutricionais da célula, evitando sua morte por falta destes.

Ainda, Magnuson (2007) descreve nove fung¢des possiveis para a existéncia
de sistemas TA cromossomais, apesar de ndo haverem provas que reforcem tais
propostas e de serem hip6teses individuais, a possibilidade da convergéncia
multiplas destas hipdteses ndo pode ser descartada, quais sejam:
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(i) Lixo: Foram adquiridos de plasmideos e retidos devido a sua natureza
“viciante”;

(i) Estabilizacdo de genomas parasitarios: Remanescentes cromossomais
de transposons e bacteriéfagos;

(iii)  Alelos egoistas: Alelos ndo dependentes ndo possuem a capacidade
de substituir alelos “viciantes” durante a recombinagcdo enquanto o
inverso é possivel;

(iv)  Regulagdo génica: algumas toxinas atuam como repressores da
expressao génica, enquanto outras sdo mais especificas;

(v)  Controle do crescimento: Algumas toxinas restringem o crescimento ao
invés de matar a célula hospedeira;

(vi)  Persistentes: Algumas populacdes bacterianas possuem uma sub-
populacdo de “persistentes” controlados pelo sistema TA, de
crescimento lento e resistentes, que potencialmente asseguram a
sobrevivéncia da populacao contra perdas catastréficas;

(viiij  Dorméncia celular programada e preservacdo de outros da espécie:
Exemplo citado pelo MazEF , que coloca a célula num estado de
necessidades nutricionais menor que o normal para evitar a morte;

(viii) Morte celular programada: Similar a hipdtese anterior, exceto que
requer uma resposta heterogenia ao estresse, uma vez que nenhuma
célula seria beneficiada se todas morressem;

(ixX)  Mecanismo antibacteriéfago: Quando o bacteriéfago interrompe a
transcricdo ou traducdo da célula hospedeira, o sistema TA pode ser

ativado para limitar a replicagéo do fago.

2.5 Aplicacoes biotecnoldgicas do sistema TA

Dentre as diversas formas de utilizacdo de sistemas TA, a manutencgao
plasmidial em culturas celulares em pequena e larga escala, como descrito por
Bernard et al. (1994), Gerdes (1988), Pimenta et al. (1992) e Torres (2003), sédo
exemplos de aplicagéo biotecnoldgica. Em processos fermentativos de larga escala,
células descendentes nao portadoras de plasmideos de interesse no processo se
tornam fortes competidoras daquelas que hospedam o plasmideo. Desta forma, o



26

sistema TA torna-se uma 6tima ferramenta para a manutencéao de plasmideos que
contenham a construcdo génica de interesse no microrganismo utilizado e para
eficiéncia em processos industriais (PECOTA et al., 1997; STIEBER et al., 2008).

Outra possibilidade € o uso deste sistema como alvo para antibidticos. A
inducdo da morte celular de organismos patogénicos pode ajudar a combater o
crescente problema do surgimento das superbactérias multirresistente a antibioticos.
Alguns antibiéticos véem sendo desenvolvidos com o intuito de levar a morte celular
através da inibicdo da transcricdo e da traducdo da antitoxina MazE do /dcus
mazEF, permitindo que a toxina MazE fique ativa (GERDES et al., 2005).

O sistema TA pode ser utilizado para assegurar positivamente a selecdo das
células portadoras de plasmideo com o inserto codificador do gene de interesse,
problema comum enfrentado durante a clonagem de DNA e, desta forma,
descartando aquelas células isentas da construcdo de interesse. Um exemplo desta
aplicacao é o uso da toxina CcdB, que é incorporada a um vetor de clonagem (e. g.,
pKIL18/19) (BERNARD et al., 1994). O gene de interesse é direcionado a
recombinar com o /ocus ccdB, inativando a transcricao da proteina toxica. Assim as
células que possuem o plasmideo, mas ndao o inserto, morrem devido ao efeito
toxico da proteina CcdB, porém aquelas que tiveram o inserto incorporado
sobrevivem (STIEBER et al., 2008).

Outro exemplo de sistema de estabilizacdo genética foi demonstrado por
Biondo et al. (2012) que construiram o plasmideo pCMS3 portador do locus parB e
que inserido em varias bactérias confere a estas uma capacidade biorremediadora
de metais pesados adicional pela expressao de uma proteina quelante de metais
pesados (EC20) e apresenta grande estabilidade segregacional nestas células
recombinantes.

Dentre as possibilidades de uso, a contencdo de organismos geneticamente
modificados € também uma area de aplicacao desta técnica, pois pode levar a morte
daquelas células que enfrentarem condi¢des diferentes daquelas impostas num
ambiente controlado, como apresentado na Tabela 2 (TORRES et al., 2003).
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Tabela 2 - Principios e métodos do estabelecimento da contencao bioldgica

Principio Método Exemplo(s)

Atenuagdo Modificagdo natural ou genética da delegédo Vacina de virus Ankara modificada, vetores de herpevirus

de genes de viruléncia E. coli K-12, mutante de Salmonella aro , mutante de
Vibrio ctx , mutante de Lactococcus lactis thyA

Restrigdo da variedade de hospedeiros Viroses de restrigdo natural ao hospedeiro Virus Canarypox, fowlpox virus, baculovirus

Alteragdo da variedade de hospedeiros Linhagem celulares ecotropicas, pseudotipagem Vetores retrovirais

Uso de vetores defeituosos em replicagdo Delegdo e provisdo de genes essenciais Vetores de Herpesvirus, Vetores de alphavirus, vetores
produtos "in trans" retrovirais, vetores de adenovirus, vetores de virus

adeno associados,virus sincitos respiratorios, vetores de
lentivirus,mutantes de Salmonella aro , E. coli K-12
Prevengdo na transferéncia de genes Expressdo de fungdes suicidas E. coli relF

Fonte: Baseado em Kimman et al. (2008)

Muitos sistemas de contengao biologica foram desenvolvidos ao longo do
tempo, um dos exemplos foi a criacdo de um mutante estavel de Bacillus
licheniformis, uma cepa utilizada industrialmente, que foi obtida pela delecdo do
gene rec e/ou do gene de esporulacao (spolV). Contudo estas cepas possuem uma
debilidade no reparo de DNA, assim como uma hipersensibilidade aos raios Ultra
Violeta (UV) (NAHRSTEDT et al., 2005).

Outro sistema desenvolvido foi a modificacdo genética de Lactococcus lactis
onde foi substituido o gene da timidina sintase thyA pelo gene sintético humano da
interleucina-10 (IL-10). Uma vez desprovida de timidina ou timina a viabilidade do
microrganismo cai consideravelmente, impedindo a sua sobrevivéncia no meio
ambiente (STEIDLER et al., 2003).

Dentre os sistemas de contencdo bioldgica, alguns com funcdes suicidas
foram criados para promover biosseguranca de sistemas (NAHRSTEDT et al., 2005;
SCHWEDER et al., 1992). Estes sistemas suicidas sao baseados em genes letais
que agem em condi¢cées pré-programadas, contudo tais sistemas parecem diferir
entre eles em relagao a sua letalidade. Um eficiente sistema utilizado é baseado no
gene letal relF de E. coli, que impede a transferéncia de plasmideo para bactérias
selvagens (KNUDSEN et al., 1995).

Knudsen et al. (1995) desenvolveram um sistema de contencéo biolégica
com a criacao do plasmideo suicida pSK360 que possui duas copias do gene suicida
relF de E. coli. Outro exemplo foi demonstrado por Balan e Schenberg (2005), no
qual foi desenvolvido um sistema suicida para levedura, utilizando um vetor com o

gene da nuclease de Serratia marcescens, nucA, desprovido de seu peptideo sinal,
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com o objetivo de destruir o material genética da célula hospedeira quando na
auséncia de glicose.

Desta forma, fica claro que os sistemas TA tém grande potencial
biotecnoldgico para aplicacdo em desenvolvimento de linhagens microbianas
recombinantes geneticamente estaveis ou ainda em contengdo biolégica destas
cepas. Assim, o presente trabalho aborda o uso de um destes sistemas TA para
avaliar seu potencial na estabilizacdo genética plasmidial de cepas bacterianas

recombinantes.
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3 OBJETIVO

Avaliar a estabilidade genética plasmidial conferida pelo sistema hok/sok de
morte pos-segregacional em bactérias de interesse biotecnoldgico, correlacionar o
grau de estabilidade a forca de expressdo de cada um dos promotores envolvidos
neste sistema, bem como avaliar a forgca de expressao génica dos promotores phok
e psok nestas bactérias.

3.1 Objetivos especificos

o Avaliar a estabilidade de plasmideos portadores do sistema hok/sok
nas bactérias Escherichia coli, Cupriavidus metallidurans e Cupriavidus necator,

o Obter as sequéncias dos promotores do sistema hok/sok, por PCR, e
clona-los no vetor pBB-EGFP, de forma a coloca-los no comando da expressao do
gene codificador da proteina verde-fluorecente EGFP;

o Avaliar a forca de expressao dos promotores phok e psok comandando
a expressao da proteina EGFP nas trés bactérias Gram-negativas objeto de estudo
neste trabalho;

o Correlacionar a estabilidade genética dos plasmideos recombinantes
construidos com a forca de expressao dos promotores do sistema hok/sok em cada
sistema bioldgico avaliado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho estdo descritas na Tabela
3, abaixo:

Tabela 3 - Linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho

Linhagem Genotipo Referéncia

F endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1
gyrA96 deoR nupG
®80d/acZAM15 A(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(r, my*), A

Escherichia coli DH5a Meselson e Yuan (1968);

Cupriavidus metallidurans CH34 (ATCC 43123) Selvagem, pMOL28, pMOL30, Mergeay et al. (1985)

Cupriavidus necator (DSMZ 545) PHB*, Glc*, Sac’, Fru* Makkar e Casida (1987)

4.2 Plasmideos

Os plasmideos utilizados e construidos neste trabalho estdo descritos na
Tabela 4 :

Tabela 4 - Plasmideos utilizados e construidos neste trabalho

Plasmideos Caracteristicas Referéncia
Vetor de Amplo espectro em Gram-
pBBR1MCS negativas, Cm', Mob*, multiplo sitio de|Kovach et al. (1994)
clonagem

Vetor de amplo espectro em Gram-

BBPAR Bi l. (2012
P negativas, Cm', Mob’, ParB* londo etal. (2012)
Cassete de expressao e ancoragem da|_.
M2 B 2
pC EC20sp, Cm', Mob* londo (2008)
Cassete de expressao e ancoragem daf_.
pCM3 Biondo et al. (2012)

EC20sp, Cmr, Mob’, ParB*
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Plasmideos Caracteristicas Referéncia
Gene EGFP clonado no vetor
pBBEGFP pBBRTMCS Quadros (2007)
DBB-LacEGFP Vetro de expressao da EGFP sob o Ribeiro-dos-Santos et
comando do promotor plac al., 2010
pGEM®-T Easy Vetor de clonagem comercial, Ap', lacZ |Promega

Promotor hok clonado em pGEM®

pGEM-PHOK Este trabalho
easy
®
0GEM-PSOK Promotor sok clonado em pGEM Este trabalho
Easy
pPHOKEGFP Promotor hok clonado em pBBEGFP Este trabalho
pPSOKEGFP Promotor sok clonado em PBBEGFP Este trabalho

4.3 Oligonucleotideos Iniciadores da Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Tabela 5 - Oligonucleotideos iniciadores de PCR utilizados neste trabalho

Anelamento

Nome Sequencia =C) Finalidade
5-
phokf2 GAGCTCTGGTCAGCGTGCAGGTATATGGGCTATGA o
TGTGCCCGGCGCT-3' Amplificagdo  do promotor hok;
65 conservagdo da regido Shine Dalgarno
5'- =
(SD) e alteragao do promotor sok.
phok-rev2 CATATGCTCCTTGCGCAAAGCGCGGTAAGAGGCCA
GCTTGATGTGGACTA-3
5-
psokf GAGCTCTTGCGCAAAGCGCGGTAAGAGGCTATCCT L L
GATG-3* Amplificagcdo do promotor sok; criacao
- 59 da regido Shine Dalgarno (SD) e
5- alteracéo do promotor hok.
psok-rev2 CATATGGATTATTTTCAGGGAAAGTGACTCCTTTCA

GCGTGCAGGTATAT-3'

Sequenciamento da regido promotora e

Universal M13 Forward (-20) [5'-GTAAAACGACGGCCAG-3' 55 EGFP

Sequenciamento da EGFP e regido

Universal M13 Reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 55
promotora

4.4 Descricao dos Plasmideos

Os plasmideos utilizados neste trabalho para a analise de estabilidade
genética, clonagem de fragmentos de PCR e expressao protéica estdo descritos

abaixo.
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4.4.1 pBBR1IMCS

O plasmideo pBBR1MCS foi construido por Kovach et al. (1994), através da
subclonagem do multiplo sitio de clonagem do vetor pBluescript ® Il KS
(Stratagene), no vetor pPBBR1CM isolado de Bordetella bronchiseptica (Figura 8).
Trata-se de um plasmideo de médio numero de copias e de amplo espectro de
hospedeiras para bactérias Gram-negativas (Antoine e Locht, 1992; Kovach et al.,
1994; Schneider et al. 2000).

Figura 8 - Esquema representativo do plasmideo pBBR1MCS

| v pBBRIMCS
i 4707pb |

4.4.2 pBBPAR

O plasmideo pBBPAR foi construido por Biondo et al. (2012) a partir do
plasmideo pPBBR1MCS com a substituicdo do gene de mobilizagdo “MOB” pelo gene
de estabilidades p6s-segragacional “parB” (Figura 9).

Figura 9 - Esquema representativo do plasmideo pBBPAR

Aatll

parB
(hok/sok)

pBBPAR
4200 bp

Hindill
BBB

lllll
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4.4.3 pCM2
O plasmideo pCM2 foi construido por Biondo (2008), através da subclonagem
do cassete de expressao-ancoragem da EC20sp localizado em pTOPOANC para o

plasmideo pBB-panEGFP, contendo o gene de moblizacao “MOB” (Figura 10).

Figura 10 - Esquema representativo do plasmideo pCM2

SSSSS pCM2
Hindill 6700 bp

4.4.4 pCM3
O plasmideo pCM3 foi construido por Biondo et al. (2012) a partir do
plasmideo pCM2 através da substituicido do gene de mobilizacdo “MOB” pelo gene

de estabilidades pds-segregacional “parB’ (Figura 11).

Figura 11 - Esquema representativo do plasmideos pCM3
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4.4.5 pBB-EGFP

O plasmideo pBB-EGFP foi construido por Quadros (2007) através da
subclonagem do gene da EGFP no vetor pBBR1MCS. Este vetor permite analisar a
expressao da EGFP sob o controle de sequéncias promotoras variadas, permitindo a
quantificacao da proteina repérter e a subsequente avaliacao da forca relativa de
expressao dos promotores (Figura 12).

Figura 12 - Esquema representativo do plasmideo pBB-EGFP

pBB-EGFP
5500 bp

BBBBB

lllll

4.4.6 pBB-lacEGFP

O plasmideo pBB-lacEGFP foi construido por Ribeiro-dos-Santos et al.
(2010), através da subclonagem do gene da EGFP sob o controle do promotor plac
a partir do plasmideo pGEMEGFP (Ribeiro-dos-Santos et al., 2010) e clonados no
plasmideos pPBBR1MCS (Figura 13).

Figura 13 — Esquema representativo do plasmideos pBB-lacEGFP

/‘\
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4.4.7 pGEMP®-T Easy Vector System

O vetor comercial pPGEM®-T Easy Vector System (Promega) (Figura 14) é um
sistema conveniente para clonagem de produtos de PCR, apresentando alto nimero
de cépias, multiplos sitios de clonagem e permite a rapida sele¢cao de recombinantes
clonados na regido codificante do a-peptideo da enzima [-galactosidase. O
fragmento inserido inativa a expressdao do a-peptideo permite uma direta
identificacdo de clones pela diferenca de cor entre as colénias presentes nas placas
que contém 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo (X-Gal) e o isopropil-3-

D-thiogalactopiranosideo (IPTG).

Figura 14 - Esquema representativo do plasmideo pGEM-T Easy

1 origin

PGEM.T Easy
3015 bp

4.5 Condicao de cultivos das bactérias

A linhagem bacteriana C. metallidurans CH34 foi cultivada sob condigbes
aerébias em caldo nutriente (CN) a 28 °C, sob 180 rpm de agitacdo, conforme
especificado pela colecdo de culturas.

A linhagem C. necator foi cultivada sob condigdes aerdbias em meio Luria
Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L) a 28 °C, sob
180 RPM de agitacao.
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As linhagens de E. coli foram cultivadas sob condicdes aerdbias em meio LB
a 37 °C, sob 180 rpm de agitacéo.

A selecdao de transformantes foi realizada em meios de cultura sélido
contendo cloranfenicol a 25 pg/mL, 50 pg/mL e 230 pg/mL para as seguintes
bactérias respectivamente, E. coli, C. necator e C. metallidurans para pBBR1MCS e
seus derivados, e 100 pg/mL de ampicilina para a selecdo de transformantes
portadores do plasmideo pGEM-T Easy e seus derivados.

Todos os meios solidos continham 2% de &agar e foram esterilizados por
autoclavagem a 121 °C, 1 atm por 15 min.

4.6 Extracao e purificacao de plasmideos

A extracdo e a purificacdo de plasmideos foram realizadas de acordo com
Sambrook e Russell (2001). Para o isolamento e analise de DNA em pequena
escala, foi utilizado o protocolo de mini-preparacdo. Para o isolamento de grandes
quantidades de DNA para manipulagdo genética, foi utilizado o protocolo de maxi-

preparacao.

4.7 Mini-preparacao

Um indéculo bacteriano foi realizado em 5 mL de meio de cultura com uma
coldénia isolada do transformante, contendo o antibi6tico desejado na concentracéo
adequada, incubado por 16 horas a 180 rpm, sob as temperaturas especificas para
cada uma das bactérias utilizadas. Um volume de 3 mL dessa cultura foi
centrifugado por 2 minutos a 8000 g e o0 meio de cultura completamente removido. O
precipitado foi ressuspenso em 300 pL da Solucao 1 (EDTA 0,5 M pH 8.0; Tris-HCI
0,5 M pH 8.0 e dextrose 0,5 M) e em seguida 300 pL da Solugédo 2 (NaOH 1,0 M;
SDS 1 %) foram adicionados, e a mistura foi mantida por 5 minutos a temperatura
ambiente. Adicionaram-se entdo, 300 pL da Solugédo 3 (11,5 % de acido acético
glacial e 60 % acetato de potassio 5 M), agitando levemente e mantendo por 10
minutos no gelo. O material foi centrifugado por 15 minutos a 4 °C e 10000 g. O
sobrenadante foi recuperado e o precipitado descartado. Adicionaram-se 10 pL de
RNAse (10 mg/mL) e incubou-se por 30 minutos a 37 °C. Em seguida 750 puL de
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cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v) foi adicionado e novamente centrifugado por
2 minutos, a 4°C e 10.000 g. A fase aquosa superior foi recuperada e adicionaram-
se 600 uL de isopropanol incubando por 30 minutos a temperatura ambiente e entao
centrifugado por 15 minutos, a 4°C e 10000 g. O precipitado foi lavado com 100 pL
de etanol (70%) e em seguida ressuspenso em agua ultra pura Milli-Q.

4.8 Maxi-preparacao

Um pré-in6culo bacteriano foi realizado em 5 mL de meio de cultura com uma
coldénia isolada do transformante, contendo o antibi6tico desejado na concentracéo
adequada, foi incubado por 16 horas, a 180 rpm, sob as temperaturas especificas
para cada uma das bactérias utilizadas, em seguida 2 mL do cultivo foi inoculado em
200 mL do mesmo meio e cultivado nas mesmas condi¢cdes do pré-indculo. A cultura
foi centrifugada por 10 minutos, a 4 °C e 6000 g. O precipitado foi ressuspenso em 4
mL da Solucdo 1 (EDTA 0,5 M pH 8.0, Tris-HCI 0,5 M pH 8.0,dextrose 0,5 M) e
mantido por 15 minutos, em gelo. Em seguida 8,0 mL da Solucéo 2 (NaOH 1,0 M,
SDS 1 %) foram adicionados, e a mistura foi mantida por 10 minutos a temperatura
ambiente. Adicionaram-se entdo, 6,0 mL da Solucdo 3 (11,5 % de &acido acético
glacial, 60 % acetato de potassio 5 M), agitando levemente e mantendo por 10
minutos, no gelo. O material foi centrifugado por 15 minutos, a 4 °C e 8000 g. O
sobrenadante foi recuperado e o precipitado descartado. Adicionaram-se 12 mL de
isopropanol, e manteve-se a solucdo por 10 minutos, a temperatura ambiente.
Novamente, o material foi centrifugado por 15 minutos, a 4 °C e 8000 g. O
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de agua Milli-Q e tratado com 10 puL de RNAse
(10 mg/mL), por 30 minutos a 37 °C. Adicionaram-se em seguida 500 uL de fenol
tamponado e centrifugou-se por 5 minutos, a 4 °C e 10000 g. Transferiu-se a por¢céao
superior aquosa para outro tubo e adicionaram-se 500 pL de fenol:cloroférmio (24:1,
v/v) e novamente centrifugou-se por 5 minutos, a 4 °C e 10000 g. Por¢des de 500 L
da fase superior foram transferidas para novos tubos e o DNA da amostra foi
precipitado adicionando-se 50 pL de acetato de aménia e 1 mL de etanol absoluto
gelado. Os tubos foram mantidos por 1 h, a 4 °C e, entdo, centrifugados por 10
minutos, a 4 °C e 10000 g. O precipitado foi recuperado e lavado com 200 pL de
etanol (70 %) e, em seguida, ressuspenso em agua ultra-pura Milli-Q.
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4.9 Anadlise eletroforética de DNA em gel de agarose e purificacao de

fragmentos

A separacao dos fragmentos de DNA foram realizadas em géis de agarose
0,8 % contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio (Sigma), submetido a 80 V por 2
horas em tampéo de corrida TBE 1X (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 20 mM
pH 8,0). A andlise dos fragmentos nas amostras aplicados no gel contendo tampao
de amostra (azul de bromofenol 0,5 %; glicerol 50 % e EDTA 100 mM, pH 8,0) foi
realizada por comparacao na intensidade da fluorescéncia da amostra com aquela
exibida pelo ADNA de concentragdo conhecida e o marcador molecular DNA Ladder
100 pb e 1000 pb (Fermentas®, Pittsburgh PA, United States). Posteriormente, o gel
foi analisado por visualizagdo das bandas em transluminador com luz ultravioleta
(UV) a 365 nm e fotodocumentado em sistema GelDoc-It® Imager (UVP, Upland,
CA, USA).

Para isolar um fragmento de DNA a partir do gel de agarose, apds a
eletroforese cortou-se diretamente desse gel a banda referente ao fragmento alvo
sob visualizagdo em luz UV e o DNA foi isolado conforme as recomendagdes do
fabricante do Kit de eluigdo PCR clean-up and Gel extraction (Macherey-Nagel,
Neumann-Neander-StraBe 6-8, Diren, Germany).

4.10 Preparacao de células eletrocompetentes

Células eletrocompetentes de E. coli DH5a foram preparadas conforme
Sambrook e Russell (2001). Células de E.coli DH5a foram cultivadas por 16 horas, a
37 °C e 180 rpm em 5 mL de meio LB. Em seguida a cultura foi vertida em 500 mL
de meio LB e cultivada a 37 °C a 180 rpm até atingir a D.O. 600 nm de 0,5 de
absorbancia. As células entdo foram coletadas por centrifugacdo e lavadas duas
vezes com agua Milli-Q gelada contendo 10% (v/v) de glicerol. Em seguida as
células foram concentradas em 1 mL de agua Milli-Q gelada com 10% de glicerol
(v/v), aliquotadas em 40 pL e estocadas a -80 °C.

Células eletrocompetentes de C. metallidurans CH34 e C. necator foram
preparadas baseado em Taghavi et al. (1994) com modificagdes. Células de C.
metallidurans CH34 e C. necator foram cultivadas por 16 horas, a 28 °C e 180 rpm
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em 5mL de CN quando C. metallidurans e LB quando C. necator . Em seguida essa
cultura foi vertida em 500 mL do mesmo meio de cultura utilizado no passo anterior
para cada uma das culturas e cultivadas a 28 °C, a 180 rpm até atingir Absorbancia
a600 nm de 0,8. As células foram entdo coletadas e lavadas duas vezes com agua
ultra-pura Milli-Q gelada contendo 10 % (v/v) de glicerol. Em seguida as células
foram concentradas em 1 mL de agua Milli-Q gelada com 10% de glicerol (v/v),

aliquotadas em 40 pL e estocadas a -80 °C.
4.11 Transformacao de bactérias por eletroporacao

A eletroporagéo das linhagens de E. coli, C. metallidurans CH34 e C. necator
foram realizadas utilizando Bio-Rad Gene Pulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) com
0s seguintes ajustes: voltagem de 2500 V, 2000 ohms de resisténcia e 25 pF de
capacitancia.

Foram utilizados 100 ng de vetor ou 2 pL de cada mistura de ligacao
adicionados aos 40 uL da preparacdo de células eletrocompetentes. Apds este
procedimento, a mistura foi transferida para cubeta de eletroporacdo a 4 °C e
submetida ao pulso elétrico. Ap6s a eletroporacéo, as células foram ressuspensas
em 1mL de meio CN para C. metallidurans e LB quando C. necator e E. coli,
incubadas por 1 h, 180 rpm a 28 °C, se C. metallidurans CH34 e C. necator e a 37
°C, se E. coli. Em seguida as células foram semeadas em meios seletivos, que

permitissem a identificacdo dos clones transformantes.

4.12 Clivagem dos plasmideos e fragmentos de DNA com enzimas de restricao
As digestdes dos plasmideos e dos fragmentos de DNA com enzimas de

restricdo foram realizadas seguindo-se as instru¢cdes do fabricante. Todas as

enzimas de restrigao utilizadas foram da marca Fermentas®.

4.13 Amplificacao dos promotores phok e psok

A amplificacdo por PCR do promotor phok foi realizada utilizando os

oligonucleotideos phokf2 e phok-rev2 a partir do plasmideo pBBPAR como molde. A
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amplificacdo do promotor psok foi realizada utilizando os oligonucleotideos psokf e
psok-rev2 também utilizando como DNA molde o plasmideo pBBPAR.

As reacdes de PCR para amplificacao de ambos promotores foram realizadas
contendo 1uL de DNA molde (50 ng/uL) do plasmideo pBBPAR, 1 uL de
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso, (10 mM) cada, 0,5 uL de dNTP
(200 mM), 3,0 uL de MgCl, (25 mM), 2,5 uL de tampao Taq, 1,25 u de Tag DNA
Polimerase (Fermentas®) e 11,5 uL de agua Milli-Q para um volume de 20 pL.

O ciclo da reacao constituiu nos sete passos seguintes: 1 — 95 °C por 120
seg,; 2 — 95 °C por 60 seg.; 3 — 65 e 59 °C para os oligonucleotideos dos promotores
sok e hok respectivamente por 90 seg.; 4 — 72 °C por 90 seg.; 5 — repeticao dos
passos 2, 3 e 4 por 30 vezes; 6 — 72 °C por 600 seg. e 7 — 4 °C por tempo

indeterminado.
4.14 Clonagem dos promotores phok e psok

Os fragmentos de PCR referentes a amplificacdo dos promotores phok e psok
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8 % e quantificados pela
comparacio na intensidade de fluorescéncia com o marcador 100 pb (Fermentas®) e
A DNA (100 ng). Esses fragmentos foram clonados no vetor de clonagem comercial
pGEM®-T Easy (Promega, Madison, W1, USA) conforme especificado no catalogo do
produto, com o objetivo de obter os novos vetores pP GEMPHOK e pGEMPSOK. Nas
reacdes de ligacao foram utilizadas 11,5 ng de inserto, 50 ng de vetor de clonagem
(pGEM®-T Easy) na proporgdo de 3:1 (inserto:vetor), 1U da enzima T4 DNA Ligase
(Promega) e seu respectivo tampao 1X. Cada uma das misturas de ligagdo foi
incubada por 12 h a 4 °C, posteriormente 1 puL das respectivas ligacoes foram
utilizadas para transformar células eletrocompetentes de E.coli DH5a.

Os transformantes foram selecionados em placas contendo meio LB sélido
suplementado com 100 pg/mL de ampicilina, 0,2 mg/mL de X-Gal e 0,08 mg/mL de
IPTG, apds semeadura e incubacédo por 24 h em estufa a 37 °C. Dentre os
transformantes 3 colbnias positivas de cada uma das transformagbes foram
selecionadas e o DNA plasmidial foi isolado e em seguida submetido a andlise de
restricdo utilizando as enzimas Sacl e Ndel. Pposteriormente, o DNA clivado

enzimaticamente foi submetido a uma corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%.
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4.15 Subclonagem dos promotores phok e psok

Os transformantes E.colipGEMPHOK e E.colipGEMPSOK tiveram os seus
DNAs plasmidiais extraidos por meio de maxi preparagdo segundo Sambrook e
Russell (2001), assim como E. coli portadora do plasmideo pBB-EGFP.

Os plasmideos extraidos foram submetidos a uma digestdo enzimética
utilizando as enzimas de restricdo Sacl e Ndel, visando o isolamentodos promotores
phok e psok provenientes dos plasmideos pGEMPHOK e pGEMPSOK,
respectivamente, e linearizando o vetor pBBEGFP deixando-o com as extremidades
coesivas e complementares as extremidades dos promotores. Em seguida, os DNAs
digeridos foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose 0,8 % e
os fragmentos referentes aos promotores e ao vetor foram isolados do gel através
do Kit de eluicdo PCR clean-up and Gel extraction (Macherey-Nagel).

Duas misturas de ligacdo foram elaboradas de acordo com as instrucdo do
fabricante da T4 DNA Ligase (Invitrogen™, Grand Island, NY, USA): (1) 150 ng do
vetor (P BBEGFP), 20 ng do inserto (promotor hok) , 4 uL do Tampao 5X, 0,1 U de T4
DNA Ligase e agua Milli-Q para o volume final de 20 uL; (2) - 150 ng do vetor
(pBBEGFP), 20 ng do inserto (promotor sok) , 4 uL do Tampéao 5X, 0,1 U de T4 DNA
Ligase e agua Milli-Q para o volume final de 20 pL. Ambas reagdes de ligacao foram
incubadas a 24 °C por 1 h, em seguida o contetudo foi diluido 5 vezes. Células
eletrocompetentes de E. coli foram submetidas a eletroporagdo com 2 uL da mistura
de ligacao e semeadas em meio de cultura seletivo.

Duas col6nias resistentes a cloranfenicol de cada uma das transformacdes
foram selecionadas, seu DNA plasmidial foi extraido através de mini-preparacéao de
acordo com Sambrook e Russell (2001) e em seguida submetidos a uma dupla
digestao enzimatica utilizando Sacl e Ndel e, entdo, a uma corrida eletroforética em

gel de agarose 0,8 %.
4.16 Microscopia de fluorescéncia
As linhagens recombinantes de E. coli, C. necator e C. metallidurans foram

cultivadas em 5 mL de meio de cultura rico, LB quando E. coli e C. necator e CN

quando C. metallidurans, contendo antibi6tico cloranfenicol na concentracao
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adequada, quando necessario. As culturas foram incubadas sob agitacdo de 180
rom, a 28 °C para C. metallidurans e C. necator, e 37 °C quando E. coli, até
atingirem uma de densidade optica (DO goonm) igual a 1.0. Um volume de 3 mL de
cultura foi centrifugado a 10000 g, a 4 °C, por 5 min, em centrifuga refrigerada de
bancada (Jouan MR 18 22). O sedimento foi lavado trés vezes com tampao PBS
(NaCl 2,5 M, NapgHPO4 10 mM, NaH.PO4 0,1 M, pH 7,6). As células foram
ressuspensas em 50 UL de PBS e a mistura foi fixada em lamina pela adi¢cdo de
solucao de formaldeido 2 % (Merck) em quantidade suficiente para cobrir a lamina.

As laminas geradas foram levadas ao microscépio de fluorescéncia EVOS®
FL Digital Fluorescence Microscope (EMS) e fotografadas eletrbnicamente.

4.17 Citometria de fluxo

As linhagens transformadas E. colipHOKEGFP, E. colipSOKEGFP, E.
colipBBEGFP, C. metalliduransipHOKGFP, C. metallidurans/pSOKGFP, C.
metallidurans/pBBEGFP, C. necatorlpHOKEGFP, C. necator/lpSOKEGFP e C.
necator/pBBEGFP foram cultivadas em 5 mL de meio LB quando E. coli e C.
necator, e em CN quando C. metallidurans, sob agitacdo de 180 rpm de a 28 °C e
37 °C para C. metallidurans, C. necator e E. coli, respectivamente, até atingirem
DOgoo nm igual a 1.0, diluidas em solucao salina (NaCl) 0,9 % a uma concentracédo de
500 células/uL como especificado pelo equipamento e analisados. A emissao da
fluorescéncia verde em 509 nm foi detectada pelo Guava EasyCyte™ (Millipore) pela
excitacdo das células com laser azul de 488 nm de comprimento de onda. A
intensidade relativa de fluorescéncia foi estimada pela mediana dos dados obtidos
como resultado.

A fluorescéncia basal da célula foi medida utilizando as células portadoras do
plasmideo pBBEGFP, que contém o gene repoérter da proteina verde fluorescente
sem a regulacao de qualquer promotor. Os valores de intensidade média relativa de
florescéncia foram analisados subtraindo o valores da fluorescéncia basal de cada
célula.

O experimento foi realizado em triplicata.
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4.18 Estabilidade segregacional

A estabilidade segregacional dos plasmideos pBBR1MCS, pBBPAR, pCM2 e
pCM3 presentes nas linhagens de E.coli C. metallidurans e C. necator foi
examinada de acordo com Menart et al. (2003) com algumas modificacées. Meios de
cultura sélidos LB, CN, LB e CN cloranfenicol 25 pg/mL e LB cloranfenicol 50 pg/mL
foram preparados para o experimento.

Culturas de E.colipBBR1MCS, E.colipBBPAR, E.colipCM2, E.colipCM3, C.
metallidurans/pBBR1MCS, C. metallidurans/pBBPAR, C. metallidurans/pCM2, C.
metallidurans/pCM3, C. necator/PBBR1MCS, C. necator/pBBPAR, C. necator/pCM2
e C. necator/pCMS3 foram utilizadas no experimento.

Os pré-indculos foram devidamente incubados por 16 h, 180 rpm, a 28 °C
quando C. metallidurans e C. necator e a 37 °C quando E. coli, em meio de cultura
contendo cloranfenicol na concentracdo adequada para selecdo de transformantes.
Quando as culturas atingiram a fase estacionaria de crescimento, uma aliquota foi
transferida para um novo meio de cultura sem antibiético. Este procedimento foi
repetido dez vezes. A cada nova transferéncia de meio, uma aliquota foi submetida
a uma diluicdo seriada, cujas aliquotas foram utilizadas para semeadura em meio
de cultura contendo ou néo antibiético.

A estabilidade segregacional foi determinada pela razdo entre as unidades
formadoras de colénia (UFC) das placas de meio de cultura com antibiético e
aquelas sem a adicdo de antibiético em forma de porcentagem das células que
ainda portavam os plasmideos.

O experimento foi realizado em triplicata.



44

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estabilidade genética plasmidial

A estabilizacdo da informacdo genética de linhagens recombinantes é de
extrema importancia para que se possa empregar a linhagem recombinante em
escala industrial.

Buscando vencer estas limitagdes, utilizou-se o sistema de estabilidade
segregacional hok/sok, uma vez que esta estratégia apresentou resultados positivos
na estabilizagcao plasmidial em Xanthomonas campestris (PIMENTA et al., 1992), E.
coli (KIM; KANG, 1996; MOERLOOZE et al., 1992), Pseudomonas putida e Serratia
marcescens (GERDES, 1988).

Com o objetivo de avaliar a influéncia do sistema hok/sok na estabilidade
segregacional, foram realizados estudos nas linhagens de E. coli, C. metallidurans e
C. necator portadoras dos plasmideos pBBR1MCS, pBBPAR, pCM2 e pCMS3 (Figura
15).

Figura 15 — Mapa dos plasmideos utilizados no estudo de estabilidade plasmidial
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Mapa dos plasmideos utilizados no experimento de estabilidade segregacional: (A) pBBR1MCS; (B) pBBPAR,;
(C) pCM2 e (D) pCMS3.



45

O plasmideo pBBPAR diferencia-se do plasmideo pBBR1MCS devido a
substituicdo do fragmento de DNA codificador do gene de mobilizacao (MOB) pelo
fragmento de DNA codificador do sistema de estabilidade segregacional hok/sok. Da
mesma forma, esta diferenca existe entre os plasmideos pCM2 e pCM3.

Assim, foi possivel avaliar a influéncia do sistema hok/sok na preservacao
plasmidial durante a segregacao das linhagens. Cabe ressaltar que o plasmideo
pBBR1MCS é um plasmideo de amplo espectro de hospedagem para bactérias
Gram-negativas e que o plasmideo pCM2 foi construido pela clonagem de um
fragmento codificador do sistema de expressdo e ancoragem na superficie
bacteriana de uma proteina quelante de metais fusionado ao plasmideo
pBBR1MCS, o qual foi construido para aplicacdo ambiental de recuperacdo de
metais (BIONDO, 2008; BIONDO et al., 2012). Desta forma, tornou-se possivel
avaliar a influéncia do sistema hok/sok em diferentes linhagens bacterianas, de
modo a buscar uma ferramenta biotecnologica para aplicagdo em linhagens
transgénicas visando seguranca segregacional e, portanto, que assegure o0
desempenho da cepa microbiana melhorada geneticamente. Para tanto, as
linhagens bacterianas foram cultivadas em meio sem adicdo de antibidticos e
semeadas em meio suplementado ou ndo com antibiético. A estabilidade final foi
calculada pela razdo do numero de colbnias que sobrevivem em meio sem

antibiético pelo numero de colbnias crescidas em meio contendo antibiotico.

5.1.1 Estabilidade plasmidial em E. coli

Os resultados de estabilidade nas linhagens de E. coli utilizadas neste
trabalho estdo apresentados na Figura 15. A linhagem recombinante de E.
coliipCM2, mostrou uma acentuada queda na estabilidade ap6s a 482 geracao,
sendo que o plasmideo pCM2 foi perdido pela linhagem apds 120 geracoes (Figura
16).

As linhagens de E. coli portadoras dos plasmideos pBBPAR e pBBR1MCS
atingiram uma estabilidade de 100 % e 78 %, respectivamente, em 120 geragcdes
(Figura 16).

As células portadoras do plasmideo pCMS3 totalmente estaveis ao longo de
todo o experimento, mantendo-se em 100 % até 120 geracOes. Gerdes (1988)
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verificou que houve um aumento na estabilidade da informagcdo genética nas
culturas portadoras do sistema hok/sok, tanto em Pseudomonas putida, quanto em
S. marsescens, concordando com os resultados aqui obtidos.

O fato da linhagem portadora do plasmideo pCM2 sofrer uma queda brusca
na estabilidade segregacional em relacdo as outras linhagens deva ser causada
pela exigéncia metabdlica da célula para a expressao da proteina heteréloga aliado
a falta de “pressao seletiva” que garanta a presenca do plasmideo na célula.

Em relagcdo ao plasmideo pBBR1MCS, Elzer et al. (1995) utilizaram este
plasmideo para transformar a bactéria Gram-negativa Brucella sp. e mesmo apés 10
dias de cultivo sem pressao seletiva, as células mantiveram o plasmideo, mostrando
elevada estabilidade, resultados estes que reafirmam os resultados obtidos neste
trabalho.

Desta forma, os resultados mostraram que a presenca do sistema hok/sok
influenciou positivamente nas linhagens de E. coli, trazendo uma grande
estabilizacdo segregacional mesmo aos plasmideos portadores de construcdes
genéticas que exigem das células grande esforgo energético, como € o caso do

plasmideo pCM3.

Figura 16 - Estabilidade plasmidial segregacional dos transformantes de E. coli
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5.1.2 Estabilidade plasmidial em C. metallidurans

Assim como para E. coli, a linhagem de C. metallidurans portadora do
plasmideo pCM2 apresentou uma queda acentuada em sua estabilidade. Neste
caso, a queda de estabilidade foi verificada a partir da 252 geracado bacteriana,
atingindo 62 % em 150 geracdes. Cabe ressaltar, que apenas 12 % de estabilidade
foi verificado apds 250 geracdes (dados nao apresentados).

O fator de estabilizagdao plasmidial apresentado pelo plasmideo pBBPAR se
mostrou alto durante todo o experimento, provando que o sistema hok/sok funciona
como uma excelente ferramenta para estabilizacdo genética com grande potencial
biotecnoldgico para aplicacdo em linhagens de interesse industrial visando preservar
as informacoes genéticas codificadas em plasmideos.

A linhagem de C. metallidurans portadora do plasmideo pBBR1MCS também
apresentou uma alta taxa de estabilidade, com média de 98 % até a 150 geragdes.
Porém este plasmideo possui o fragmento génico MOB que possibilita a
transferéncia de material genético para outros microrganismos e nao é adequado
quando quer se evitar a transferéncia da informacgéao genética de que é portador.

Comparando-se a linhagem C. metallidurans/pCM3 a linhagem C.
metallidurans/pCM2, ambas expressando uma proteina recombinante, o sistema de
estabilidade pds-segregacional hok/sok aumenta em 26 % a estabilidade genética
de C. metallidurans/pCM3, pois em 150 geragdes 84 % das células portavam o
plasmideo de interesse, enquanto 62 % foi observado para o plasmideo pCM2
(Figura 17).

Cabe ressaltar que, apos 250 geracdes, a diferengca na porcentagem de
estabilidade entre as linhagens de C. metallidurans portadoras de pCM2 e pCM3 &
de 6 vezes, sendo que, apenas 12 % das células portavam o plasmideo pCM2,
enquanto que 76 % das células portavam o plasmideo pCM3. Os resultados indicam
que a queda da estabilidade segregacional dos plasmideos em C. metallidurans foi
muito mais lenta quando comparada a queda em E. coli, indicando que a primeira
linhagem talvez tenha uma maior similaridade com os elementos genéticos
envolvidos na estabilizacdo genética de plasmideos, tal como a origem de

replicacéo, sistema de particao, etc.
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Figura 17 - Estabilidade plasmidial segregacional dos transformantes de C.

metallidurans
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5.1.3 Estabilidade plasmidial em C. necator

No caso de células de C. necator, portadoras do plasmideo pCM2, se
observou uma queda acentuada a partir da 40? geracao, levando a perda total do
plasmideo em 120 geracdes. Diferente dos resultados observados com as outras
bactérias testadas, as células de C. necator/pBBR1MCS também apresentaram uma
queda abrupta do plasmideo, chegando ao final do experimento em apenas 3 % das
células portando este plasmideo, em discordancia do observado por Elzer et al.
(1995) quando testado em Brucella sp.

Assim como nas outras células testadas, ambos plasmideos pBBPAR e pCM3
se apresentaram bastante estaveis durante todo o experimento, merecendo especial
atencao ao plasmideo pCM3 que se manteve totalmente estavel durante todos os
testes bioldgicos (Figura 18).
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Figura 18 - Estabilidade plasmidial segregacional dos transformantes de C. necator
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Em suma, neste trabalho foi verificado que a presenca do sistema hok/sok
resultou em grande aumento da estabilidade segregacional dos plasmideos
avaliados. No entanto, algumas diferencas foram detectadas nas diferentes
bactérias testadas. Buscando compreender como é o padrao de expressao génica
dos genes hok e sok nas diferentes bactérias utilizadas no presente trabalho, os
promotores de cada gene foram clonados e suas forcas de expressdao foram
avaliadas, visando correlacionar o padrao de estabilidade segregacional com a forca
da expressao do proprio sistema em cada sistema biolégico avaliado.

5.2 Amplificacao dos promotores phok e psok

O lécus parB presente no plasmideo R1 de E. coli possui regido génica
funcional de aproximadamente 580 pb (Figura 19) (GERDES, 1988). O promotor do
gene hok possui uma distancia de 164 nucleotideos até a sequéncia de ligacdo do
ribossomo (RBS - ribossome binding site) que fica sobreposto a regidao -35 do

promotor do gene sok.
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Figura 19 - Sequéncia do l6cus parB do plasmideo R1 de E. coli

1 100

GACGTCAACAAACTCCGGGAGGCAGCGTGATGCGGCAACAATCACACGGA CCCGTGAACGGTCTGAATGAGCGGATTATTTTCAGGGAAAGTGAGTG
CTGCAGTTGTTTGAGGCCCTCCGTCGCACTACGCCGTTGTTAGTGTGCCTAAAGGGCACTTGCCAGACTTACTCGCCTAATAAAACTCCC CACTCAC

101 200
-35 Promotor hok -10 >

TGGTCAGCGTGCAGGTATATGGGCTATGATGTGCCCGGCGCTTGAGGCTTTCTGCCTCATGACGTGAAGGTGGTTTGTTGCCGTGTTGTGTGGCAGAAAG

IACCAGTCGCACGTCCATATACCCGATACTACACGGGCCGCGAACTCCGAAAGACGGAGTACTGCACTTCCACCAAACAACGGCACAACACACCGTCTTTC

201 300

Cédon de inicio de traducdo de mok RBS

IAAGATAGCCCCGTAGTAAGTTAATTTTCATTAACCACCACGAGGCATCCCTATGTCTAGTCCACAT CAGGATAGCCTCTTACCGCGCTTTGCGCAAGGAG

[TTCTATCGGGGCATCATTCAATTAAAAGTAATTGGTGGTGCTCCGTAGGGATACAGATCAGGTGTAGTCCTATCGGAGAATGGCGCGAAACGCGTTCCTC
— -10 Promotor sok  -35

301 400

Cédon de inicio de traducdo de Aok
IAAGAAGGCCATGAAACTACCACGAAGTTCCCTTGTCTGGTGTGTGTTGATCGTGTGTCTCACACTGTTGATATTCACTTATCTGACACGAAAATCGCTGT
TTCTTCCGGTACTTTGATGGTGCTTCAAGGGAACAGACCACACACAACTAGCACACAGAGTGTGACAACTATAAGTGAATAGACTGTGCTTTTAGCGACA

401 500
Cédon de parada de traducdao de mok Cbédon de parada de traducdo de hok

GCGAGATTCGTTACAGAGACGGACACAGGGAGGTGGCGGC CATGGCTTACGAATCCGGTAAGTAGCAACCTGGAGGCGGGCGCAGGCCCGCCTTTTC

(CGCTCTAAGCAATGTCTCTGCCTGTGTCCCTCCACCGCCGAAAGTACCGAATGCTTAGGCCATTCATCGTTGGACCTCCGCCCGCGTCCGGGCGGAAAAG

501 — < 592

»

IAGGACTGATCGTGGTCTGACTACTGAAGCGCCTTTATAAAGGGGCTGCTGGTTCGCCGGTAGCCCCTTTCTCCTTGCTGATGTTGTGGCGCC
[TCCTGACTAGCACCAGACTGATGACTTCGCGGAAATATTTCCCCGACGACCAAGCGGCCATCGGGGAAAGAGGAACGACTACAACACCGCGG

Sequéncia baseada em Gerdes et al. (1988)

O gene sok possui sua fase de leitura na fita complementar a do gene hok e
nao possui RBS e, portanto, 0 RNA néo traduz nenhuma proteina, mas sim interage
com o mRNA mok-hok na regidao sokT, fato que desencadeia a degradacdo da
dupla fita de RNA (Figura 6B e 7A).

O fragmento de DNA correspondente a regido promotora e o RBS do gene
hok foi amplificado por PCR (Figura 20). Este fragmento de DNA foi amplificado com
as extremidades coesivas dos sitios de restricdo das enzimas Sacl e Ndel. Este
fragmento de DNA que contém 218 pb preserva a distancia de 164 nucleotideos
entre sua regido promotora e o RBS e modificacao da regido -10 de psok (Figura 22
B).

A amplificacdo da regido promotora do gene sok foi realizada por PCR,
(Figura 21). Neste caso, foi necessaria a criacdo de uma regiao génica codificadora
de um RBS, similar ao do gene hok, preservando a distancia de 164 nucleotideos do

promotor e a modificacao da regiao -35 de phok (Figura 22 C).



Figura 20- Perfil de migracdo do
fragmento de PCR do
promotor  phok  apos
eletroforese em gel de

agarose 0,8 % corado

com brometo de etidio

1 — GeneRuler™ 100pb DNA ladder 50 ng; 2 -PCR do
promotor phok.
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Figura 21 - Perfil de migragcdo do
fragmento de PCR do
promotor psok apds
eletroforese em gel de
agarose 0,8 % corado
com brometo de etidio

i,
1000 pb— 217 pb
500 pb—— ==

1 — GeneRuler™ 100pb DNA ladder 50 ng; 2 — PCR
do promotor psok.

Figura 22 — Organizacao génica de hok/sok e estratégia de amplificacdo dos

promotores phok e psok
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A — Organizacao génica do sistema hok/sok, a seta preta para a direita indica o promotor hok, a seta para a
esquerda indica o promotor sok, o retangulo cinza indica a regido mok, a caixa laranja indica a sequéncia SD de

hok, o retangulo negro indica a regido hok;

B — As setas em roxo indicam o local de anelamento dos oligonucleotideos, o modelo a direita da seta preta apresenta

um segmento em azul claro indicando a regido modificada
os sitios de restricdo para Sacl antes do promotor e Ndel a|

da regi@o -10 de psok e os segmentos em vermelho indicam
pds a sequéncia SD;

C - As setas em vermelho indicam o local de anelamento dos oligonucleotideos, o0 modelo a direita da seta preta

apresenta um segmento em azul claro indicando a regido

modificada da regido -35 de phok junto com a caixa laranja

acima, indicando a criagdo da sequéncia SD e os segmentos em vermelho indicam os sitios de restrigdo para Sacl/

antes do promotor e Ndel ap6s a sequéncia SD criada;



52

5.3 Clonagem dos promotores phok e psok

Os produtos de PCR correspondentes as regides promotoras phok e psok
foram purificados e clonados no vetor de clonagem pGEM-T-Easy (Promega). As
misturas de ligacées de cada promotor e vetor foram empregadas na eletroporacao
de células eletrocompetentes de E. coli DH5a e semeadas em meio sélido seletivo.

Foram obtidos 14 transformantes/mL da transformacao pGEM-T-Easy + phok
e 10 transformantes/mL da transformacdao pGEM-T-Easy + psok. Foram analisados
3 clones de cada transformacao. Apds a extracao do DNA plasmidial de cada clone,
foi realizada uma analise eletroforética apos restricdo enzimatica com as enzimas
Sacl e Ndel. Os resultados apresentaram o0s seguintes perfis nas corridas
eletroforéticas: (i) 3015 pb, correspondente ao tamanho do vetor pGEM-T-Easy e
outro de 218 pb correspondente ao tamanho da regido promotora do gene hok
(Figura 23 A). O novo plasmideo foi chamado pGEMPHOK; (i) 3015 pb
correspondente ao vetor pGEM-T-Easy e outro de 217 pb relativo ao tamanho da
regidao promotora psok (Figura 23 B). O novo plasmideo foi nomeado pGEMPSOK
confirmando a clonagem em ambos 0s casos.

Figura 23 - Perfis de migracdo de fragmentos de DNA referentes aos promotores
phok e psok amplificados por PCR e clonados no vetor pGEM-T Easy
apos eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de

etidio
A 1 2 B 1 2 3
3015 pb 3015 pb
1000 pb 1000 pb
218 pb 217 pb
250 pb 250 pb

(A) 1 - GeneRuler™ 1kb DNA ladder; 2 - pBB-EGFP; 3 — Vetor (3015 pb) e promotor phok (218 pb) ((GEMPHOK); (B) 1 - GeneRuler™
1kb DNA ladder; 2 - pBB-EGFP; 3 — Vetor (3015 pb) e promotor psok (217 pb) (0 GEMPSOK). Todos os plasmideos construidos foram
digeridos com Sacl e Ndel.
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Uma segunda analise foi realizada com os transformantes. Os clones foram
cultivados em meio LB suplementado com o antibiético requerido e submetido a
extragdo de DNA plasmidial e analisados por restricdo enzimatica utilizando a
enzima Ncol, que visou a linearizacdo dos plasmideos pGEMPHOK (Figura 24) e
pGEMPSOK (Figura 25), uma vez que os plasmideos apresentam sitio Unico de
Ncol.

Figura 24 - Perfil de migracdao do fragmento de DNA linearizado do plasmideo
PGEMPHOK (A) e seu mapa (B)

3234 pb

(A) 1 - GeneRuler™ 1kb DNA ladder; 2 , 3 e 4 — Extragdo de DNA plasmidial de pPGEMPHOK; 5 - ADNA 50 ng e
6 - A DNA 100 ng. Todos os plasmideos foram digeridos com Ncol.
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2 / vacZ—
- o Mot
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Sspl ——————— ) pPGEMPHOK
3234 bp

(B) mapa representativo do plasmideo pGEMPHOK.
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Figura 25 - Perfil de migracdo do fragmento de DNA linearizado do plasmideo
pGEMPSOK (A) e seu mapa (B)

3232 pb

(A) 1 - GeneRuler™ 1kb DNA ladder; 2 , 3 e 4 — Extragdo de DNA plasmidial de pGEMPSOK; 5 — A DNA 50 ng e

6 - A DNA 100 ng. Todos os plasmideos foram digeridos com Ncol.

Apal Aatll
Pael - Sphl
_MNcol

B Rl % | P Y

—— EcoRI

Psil

Sspl—

Sspl ——

(B) mapa representativo do plasmideo pGEMPSOK.

As andlises de restricdo As analises restricao mostraram que os plasmideos
pGEMPHOK (3234 pb) e pGEMPSOK (3232 pb), foram construidos com sucesso.
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5.4 Sequenciamento e analise dos insertos

Apbés a andlise de restricdo enzimatica, a confirmagdo das corretas
sequéncias clonadas foi realizada por meio de sequenciamento dos fragmentos de
DNA phok (218 pb) e psok (217 pb). Os resultados do sequenciamento foram
analisados por alinhamento mudltiplo, utilizando a ferramenta ClustalW2, com as
sequéncias das regides promotoras descrita na literatura (GERDES et al., 1988)
(Figura 26). Os resultados confirmaram a integridade das sequéncias dos
promotores phok e psok clonadas.

Figura 26 - Alinhamento de sequéncias para confirmagdo da integridade do
promotor phok

Fa3-1 ATCTATATGGCGATT GEECCCERACGTCGCATGCTCCCGEC OGCCATGECGECCGOGEERR 60
e ——
-35 promotor hok -10
prereeen deensereerennansesaassrerarennnanes .
FA5-1 ITCGZ—‘-.I‘I‘C—."—'_:-CIQIGGTEP%ECGTGCP.GGTEIAIGGGQP;IGAT?TGCCCGGCGCTTGP_GG 1240
phok 0 - S TEETC I CETEC AGETA TATEE O AT GATET GCCCEECEC TTEARE 47
WRERUR AR A AT A TAT A R R A B e ek
FAS-1 CTTITCTECCT CATGACET AR AGETGETTTIGTTGCCETETT STGTEGCAGRARGAAGATRS 180
rhok CITTCTGCCT CRT GACGTGRRGETGGTITGTIGCCGTGTIT GIGTGGCAGRARAGRARGRATRG 107

EEEEEREEEE RS SR S E LR S R R R il R IR

FAS-1 CCCCGTAGTARGTTAATTTT CATTA ACCACCACGAGECAT COCTATGTC TAGTCCACATC 240
phek CCCCETAGTARGTTAATTTTCATTAACCACCACGAGECAT COCTATGTCTAGTC CACATC 167
e R e R R R R
RBS
FAS- ABSETEGCCTCTTACCGOGC TITGC GCALGGAGARGAAGCATATGGECT ATGATGTECCT 300
phok PE%T GCCT CTTACCECEC TTTEE GCARGGAG—— ————————————————m—m —————— 200

* ok Kk kI EFIIIEAAEF I AR I A E I A I IR kK

FR5-1 GGCGCTTGAGGCTTT CTGCC TCATG ACGTGAMGGT GETTT GTTGC CGTGTIGTGTGECAG 360
e
FAS-1 RAARGRRAGATAGCCCCGTAGT ARGTTARTTT TCATTARCCACCACGAGEGCATCCCTATETC 420
BAGK e

Sequencia parcial do plasmideo pGEMPHOK alinhada com a sequéncia descrita da regido promotora hok.

Conforme mencionado, a regido -35 do promotor sok se encontra sobreposta
a regiao RBS de hok. Este fato impediu entdo a modificagcdo de sua sequencia de
DNA e, assim, houve a necessidade de alterar a porcéao -10 do promotor psok para
qgue nao houvesse a interferéncia deste na regulagdo da regido promotora phok na
expressao da EGFP nos estudos futuros.

As bases que foram modificas propositalmente foram confirmadas, nas

posigoes 242, 244 e 246 do alinhamento e estéo realgadas em azul (Figura 26).
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Assim, como ja descrito anteriormente para o promotor phok, os dados do
sequenciamento de sok foi analisado por alinhamento mdultiplo, utilizando a
ferramenta ClustalW2, com as sequéncias das regides promotoras descrita na
literatura (GERDES et al., 1988) (Figura 27). Os sitios de restricdo das enzimas Sac/
e Ndel estao destacados em vermelho e serviram como sitios de restricdo para o
isolamento da sequéncia do promotor e para subclonagens no vetor pBBEGFP,
visando verificar sua forca de expressao pela medicdo em citometria de fluxo o
produto do gene repérter da proteina verde-fluorescente EGFP e comparar ao
promotor phok. Também neste casso, foi necessario alterar bases nitrogenadas da
posicao 265-283 da sequéncia o que foi confirmado com sucesso. Tais modificacdes
sao devidas ao fato de que foi necessaria a criacdo de um RBS, uma vez que o
gene sok nao o possui. Esta construcéo foi realizada de modo a preservar os 164
nucleotideos de distancia entre o promotor e 0 RBS que existe para hok e agora
criada para sok, podendo assim analisar com maior precisdo a diferenca na forca de
expressao entre os promotores phok e psok.

Figura 27 - Alinhamento de sequéncias para confirmagdo da integridade do
promotor psok

FRS-2 AMIATACGGCGATTGGECCGACGTCGCATE CTCCCGECCG CCATEGCGECCECEGEERARTT 640
pagk  mmmmmmmmmm oo
-35 promotor sok -10
FRS-2 CERTYGRGITRITCOGRRAR GOGCECTARGAGEOT ATCCTFATCT GEACTRAGRCATRAGGE 120
pagk 0 m—m—————— =TTGCGERARGCGCEGTRARAGRAGGOT RTCCT SATGT GERCTRGACATRAGEE 49
N R AR AR e e ke
FRS-2 ATGCCTCGTGGTGET TARTGARART TARCT TRCTACGEGE CTATCTICT TICTGCCRCAC 180
pank ATGCCTCGTGGTGET TARTGARART TARCT TRCTRACGEGE CTATCTICT TICTGCCRCAC 108
R R R e R R L L R R R LR
FAS-2 AR GECAR A AN CACCT TCACG TCAT G AEECAGRRARGCCTCAREOGCCEEECACATC 240
pank AR GECAR AR CACCT TCACG TCAT G AEECAGRARGCCTCAREOGCCEEECACATC 168
e R R R e e R R
RBS
FRS-2 ATAGCCCATATACCT GCRACGCTGAL REEAETCACT TCATATGRAT CACTAGTGARTTCEC 300
nank LEC OO TATACCT GACE CTEA ———m— —mmmm m e m e 193
ER R R L R L R SRS R L)
FAS-2 GECCECCTECAGETCGACCATATGE GAGAG CTCCC AR GO GTTGEATGCATAGCTTERAET 360
2
FAS-2 ATTCTATAGT GTCACCTARR TAGCT TEECGTARTCATGET CATAGCTET TTCCT GTETGR 420
RaRk  mmmmmmmmm oo

Sequéncia parcial do plasmideo pGEMPSOK alinhada com a sequéncia descrita da regido promotora sok.
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5.5 Clonagem dos promotores no plasmideo de expressao da EGFP

5.5.1 Construcao do plasmideo pPHOKEGFP

A construcao do plasmideo pPHOKEGFP foi realizada pela subclonagem do
promotor phok a montante do gene EGFP (Figura 28). Para tanto foi realizada uma
digestdao enzimatica do vetor pBBEGFP, portador do gene repérter da EGFP,
utilizando as enzimas de restricdo Sacl e Ndel. As mesmas enzimas foram
empregadas na digestdao do plasmideo pGEMPHOK, cuja digestdo libera o
fragmento de DNA referente a sequéncia génica do promotor phok.

Apo6s a digestdo enzimatica, o vetor linearizado pBBEGFP e a sequéncia
génica referente ao promotor phok foram isolados, purificados e fusionado. A mistura
de ligacao foi utilizada eletroporar células eletrocompetentes de E. coli DH5a.

Apés a selecédo de transformantes, o DNA plasmidial foi isolado e analisado.
Para tanto, a confirmacao da construgao do vetor pPHOKEGFP foi primeiramente
realizada por digestdo com as enzimas Sacl/ e Ndel, seguida de analise
eletroforética dos fragmentos. O resultado mostrou um fragmento de 5492 pb,
referente ao vetor pPBBEGFP e outro de 209 pb, referente ao promotor phok (Figura
29). Em seguida foi realizado o sequenciamento da sequéncia génica referente a
fusdo phokEGFP.

O resultado do sequenciamento foi utilizado para um alinhamento multiplo de
sequéncias de DNA e os resultados confirmaram a integridade das sequéncias do
promotor phok fusionado no comando do gene da EGFP (Apéndice A).
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Figura 28 - Esquema de construgcéao do vetor de expressdo pPHOKEGFP
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Figura 29- Perfil de migragdo de fragmentos de DNA correspondente ao promotor
phok clonado no vetor pPBBEGFP apoés eletroforese em gel de agarose
0,8 % corado com brometo de etidio

6000 pb
«—— 5492 pb
5000 pb
250 pb «—209 pb

1 - GeneRuler™ 1kb DNA ladder; 2 — Vetor (5492 pb) e promotor phok (209 pb) (pPHOKEGFP). O plasmideo foi
digerido com Sacl e Ndel

5.5.2 Construcao do plasmideo pPSOKEGFP

A construcao do plasmideo pPSOKEGFP foi realizada pela subclonagem do
promotor psok a montante do gene EGFP (Figura 30). Para tanto foi realizada uma
digestdo enzimatica do vetor pBBEGFP, portador do gene repérter da EGFP,
utilizando as enzimas de restricdo Sacl e Ndel. As mesmas enzimas foram
empregadas na digestdo do plasmideo pGEMPSOK, cuja digestdo libera o
fragmento de DNA referente a sequéncia génica do promotor psok.

Apo6s a digestdo enzimatica, o vetor linearizado pBBEGFP e a sequéncia
promotora psok, foram isolados, purificados e fusionados. A mistura de ligacao foi
utilizada para transformar células eletrocompetentes de E. coli DH5a.

Apo6s a selegédo de transformantes, o DNA plasmidial destes foi isolado e
analisado. Para tanto, a confirmacdo da construgdo do vetor pPSOKEGFP foi
primeiramente realizada com a digestdo dupla utilizando as enzimas Sacl e Ndel e
analise eletroforética dos fragmentos. O resultado mostrou um fragmento de 5492
pb, referente ao vetor pBBEGFP e outro de 208 pb, referente ao promotor psok
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(Figura 31). Em seguida foi realizado o sequenciamento da sequéncia génica
referente a fusao psokEGFP.

O resultado do sequenciamento foi utilizado para um alinhamento multiplo de
sequéncias de DNA e os resultados confirmaram a integridade das sequéncias do
promotor sok fusionado no comando da EGFP (Apéndice B).

Figura 30 - Esquema de construcao do vetor de expressdao pPSOKEGFP
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Figura 31 — Perfil de migracédo de fragmentos de DNA referentes ao promotor psok
clonado no vetor pBBEGFP apés eletroforese em gel de agarose 0,8 %
corado com brometo de etidio

6000 pb
5492 pb

5000 pb
250 pb 208 pb

5.6 Microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de avaliar a forca da expressao da proteina EGFP sob o
comando dos promotores phok e psok nas diferentes bactérias utilizadas no
presente trabalho, se utilizou a microscopia de fluorescéncia buscando avaliar
qualitativamente a forca de cada promotor.

Entédo a titulo de comparacéo visual foram utilizados outros dois plasmideos,
o plasmideo pBBEGFP, que ndo apresenta fluorescéncia, como controle negativo e
o plasmideo pBB-lacEGFP, que possui a expressdo da EGFP sob o comando do

promotor /ac, como controle positivo.

5.6.1 Microscopia de fluorescéncia das linhagens de E. coli

Células de E. coli portadoras dos plasmideos pPHOKEGFP e pPSOKEGFP
foram cultivadas e a expressao da proteina repérter EGFP, em cada construcéo, foi
analisada. Para tanto, se utilizou como padrao uma linhagem de E. coli portadora da
construgao pBB-lacEGFP, na qual o gene EGFP estd sob o comando do promotor

plac do operon de lactose. Como pode se observar a analise qualitativa ndo permitiu
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detectar a expressao visual em microscopio nas cepas de E. coli portando os
plasmideos pPHOKEGFP e pPSOKEGFP e somente a linhagem portando o
plasmideo pBB-lacEGFP mostrou fluorescéncia (Figura 32).

Segundo Patterson et al. (1997), pelo menos 10.000 moléculas de EGFP séo
necessarias no citoplasma da célula para deteccao por microscopia de fluorescéncia
e, consequentemente, sua deteccdo e quantificacdo devem ser realizadas por
métodos mais sensiveis, como a citometria de fluxo, que permite detectar

fluorescéncia abaixo dos limites da microscopia.

Figura 32 - Visualizacdo de células de E. coli em microscopio de epifluoréscencia
com aumento de 60 vezes.

Fotografia da microscopia de fluorescéncia dos transformantes de E. coli com os plasmideos: A — pBBEGFP; B —
pBB-lacEGFP; C — pPHOKEGFP e D — pPSOKEGFP.

5.6.2 Microscopia de fluorescéncia das linhagens de C. metallidurans

Na Figura 33, sdo apresentadas células de C. metallidurans portadoras dos
plasmideos pBBEGFP; pBB-LacEGFP e com os plasmideos pPHOKEGFP e
pPSOKEGFP visualizadas por microscopia.

Os resultados mostraram que houve expressao significativa da EGFP que
permitiu visualizacdo qualitativa nas linhagens portadoras dos plasmideos



63

pPHOKEGFP e pPSOKEGFP e daquelas portadoras de pBB-lacEGFP.
Posteriormente, a expressao foi quantificada por citometria de fluxo. Este resultado
biolégico confirmou que os promotores foram clonados adequadamente e que estao

funcionais.

Figura 33 - Visualizacdo de células de C. metallidurans em microscopio de
epifluoréscencia com aumento de 60 vezes

Fotografia da microscopia de fluorescéncia dos transformantes de C. metallidurans com os plasmideos: A —
pBBEGFP; B — pBB-lacEGFP; C — pPHOKEGFP e D — pPSOKEGFP.

5.6.3 Microscopia de fluorescéncia das linhagens de C. necator

A Figura 34 mostra os resultados da visualizagao microscopica das células de
C. necator transformadas com os plasmideos pBBEGFP (controle negativo); pBB-
LacEGFP (controle positivo), e os plasmideos pPHOKEGFP e pPSOKEGFP.

Assim como para os transformantes de C. metallidurans, os transformantes
de C. necator apresentaram expressdo da EGFP nas construgdes sob o comando
dos promotores phok, psok e plac comprovando a funcionalidade dos promotores

clonados.
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Figura 34- Visualizacdo de células de C. necator em microscépio de
epifluoréscencia com aumento de 60 vezes

Fotografia da microscopia de fluorescéncia dos transformantes de C. necator com os plasmideos: A — pBBEGFP;
B — pBB-lacEGFP; C — pPHOKEGFP e D — pPSOKEGFP.

5.7 Intensidade de fluorescéncia medida por citometria de fluxo nas linhagens
de E. coli, C. metallidurans e C. necator

A citometria de fluxo é uma técnica que mede e analisa simultanea e
individualmente, as multiplas caracteristicas de uma particula ou células suspensas,
nas quais incide um foco de luz (laser), permitindo a deteccdo das suas
caracteristicas através de um leitor Optico ligado a um computador. Dentre os
parametros possiveis de serem medidos por citometria de fluxo, estdo o tamanho, a
granulosidade, complexidade interna, e a fluorescéncia das células (RIESEBERG et
al., 2001).

Devido a necessidade de quantificar e comparar os niveis de fluorescéncia
nas diferentes construcdes, todas as linhagens foram analisadas por essa técnica,
E. coli, C. metallidurans e C. necator. A intensidade de fluorescéncia relativa permitiu
analisar a capacidade de cada promotor em expressar o gene reporter.
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5.7.1 Andlise por citometria de fluxo das linhagens recombinantes derivadas
de E. coli

Os resultados de expressdo de EGFP obtidos com os clones recombinantes
de E. coli mostraram que o promotor phok promoveu 6 vezes mais a expressao da
EGFP quando comparado ao promotor psok. Em relacdo ao promotor plac, a
expressao de phok e psok foi 13 e 78 vezes menor, respectivamente. Tal resultado
ajuda a explicar a auséncia de fluorescéncia no experimento de visualizagao
microscépica, uma vez que, a técnica de citometria € mais sensivel no aspecto da

deteccao da fluorescéncia (Figura 35).

Figura 35 — Analise por citometria de fluxo das linhagens recombinantes de E. coli
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5.7.2 Anadlise por citometria de fluxo das linhagens recombinantes derivadas

de C. metallidurans

Os resultados em C. metallidurans, mostraram que promotor phok expressou
0,57 vezes mais a EGFP quando comparado ao promotor /ac e 2,88 vezes mais que
o promotor psok. Contudo se compararmos as diferengas nos niveis de expressao
da EGFP pelos promotores plac, phok e psok entre as bactérias E. coli e C.

metallidurans podemos observar uma grande mudanca. Enquanto em E. coli os
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niveis de expressao foram baixos para os promotores phok e psok um panorama
diferente foi observado em C. metallidurans (Figura 36).

Figura 36 - Intensidade média de fluorescéncia dos transformantes de C.
metallidurans
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5.7.3 Analise por citometria de fluxo das linhagens recombinantes derivadas

de C. necator

Observando os resultados obtidos para as linhagens recombinantes de C.
necator, podemos constatar que o promotor psok expressou a EGFP 0,65 vezes
mais que o promotor phok e 4,25 vezes mais que nivel de expressao promovido pelo
pelo promotor plac (Figura 37).

O mesmo fenémeno foi observado no presente trabalho com as linhagens de
C. metallidurans onde o nivel de expressdo da EGFP sob o comando do promotor
lac foi menor do que em E. col.
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Figura 37 - Intensidade média de fluorescéncia dos transformantes de C. necator
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5.8 Correlacao entre a forca de expressao dos promotores phok e psok e a
estabilidade genética plasmidial conferida pelo sistema hok/sok

O arcabougo genético e metabdlico difere para cada linhagem bacteriana e,
de fato, acarreta em diferentes niveis de expressdo genética levando,
consequentemente, a respostas fisiologicas variadas.

Neste contexto, os resultados apresentados no presente trabalho, mostram
que apesar de diferentes niveis de expressao da EGFP pelas bactérias avaliadas,
houve uma grande estabilizagdo segregacional.

Em E. coli, os plasmideos portadores do sistema hok/sok se mostraram
totalmente estaveis, enquanto aqueles que ndo possuiam este sistema foram
perdidos pela bactéria. Com o objetivo de se correlacionar a estabilidade aos niveis
de expressdo dos promotores presentes neste sistema, avaliou-se a forca de
expressao da EGFP dos promotores phok e psok.

Na bactéria E. coli, os resultados mostraram que os promotores expressaram
a EGFP em diferentes niveis, sendo que a expressdo promovida por phok foi
superior a expressao promovida por psok. Segundo Gerdes et al. (1988), o promotor

psok &€ um promotor forte e tem sua atividade maior que o promotor phok em E. coli.
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Apesar disso, os resultados aqui apresentados mostraram que na linhagem de E.
coli utilizada provavelmente a traducdo do mRNA codificador de Hok foi inibido pelo
RNA antisenso sok, mesmo este ultimo expresso em menor nivel. Cabe ressaltar
também que o RNA de sok é uma molécula pequena em comparacao ao mRNA de
mok-hok, e que a expressdao de sok seja suficiente para produzir o nivel de
moléculas antisenso suficientes para inibir a traducao de Hok.

Além disso, a expressao génica é resultado de um complexo de fatores que
desencadeiam tanto mecanismos de transcricdo quanto mecanismos de traducao
Meng et al. (2013). Um desses fatores é a regido codificadora de um promotor de
expressao (e.g., a regiado -10/-35 e o RBS) é de fundamental importancia e tem sido
intensamente estudado (BEREZHNOY; SHCKORBATQV, 2005).

Na Tabela 6, a sequéncia promotora consenso de E. colie comparada com 0s
promotores do sistema hok/sok e outros trés promotores conhecidos: recA, araBAD
e plac.

Tabela 6 - Comparacao entre as sequéncias promotoras de E. coli e promotores do
sistema hok/sok

-35  espacamento (pb)  -10
Consenso TTGACA  -------- 1741 -------- TATAAT
Promotor hok TGGTCA  ----——--- 18 ---—---- TATGAT
Promotor sok TTGCGC ~ --------- 17 -------- TATCCT
Promotor recA TTGATA - 16 --------- TATAAT
Promotor araBAD | CTGACG ---------- 18 ---mmmmmm TACTGT
Promtor /ac TTTACA 18 TATGTT

Conforme observado na Tabela 6, as bases nitrogenadas destacadas em
vermelho mostram as diferengas entre as regides -10/-35 dos promotores em
relacdo & sequéncia consenso tipica de fator sigma 70 (0’°) de E. coli. Podemos
verificar que o promotor recA, considerado um promotor forte, apresenta uma Unica
base de diferenca em comparacdo com a sequéncia consenso. Por outro lado, o
promotor araBAD, considerado um promotor fraco, apresenta o maior numero de
diferencas de bases ao consenso. O promotor phok difere em trés bases do
promotor consenso, enquanto que o promotor psok difere em cinco bases. O

promotor plac difere em trés bases também, e é considerado um promotor fraco.
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Além disso, 0 espacamento entre as regides -10 e -35 interfere diretamente na forca
de expressdao (JENSEN e HAMMER, 1998). Desta forma, as diferencas entre as
estruturas de cada promotor interferem na forca de expressao de um gene e podem
estar relacionadas a varios outros mecanismos envolvidos na expressao como por
exemplo os “up elements’, e a afinidade das subunidades da RNA polimerase dos
diferentes organismos em se ligar a regiao promotora, Gourse et al. (2002) e Ross et
al., (1998), neste trabalho representado pelos promotores phok e psok.

No caso da bactéria C. metallidurans, observou-se o0 mesmo comportamento
que o observado em E. coli Os plasmideos portadores do sistema hok/sok
apresentaram maior estabilidade segregacional em relagao aos plasmideos isentos
deste sistema. Nesta bactéria, o promotor phok mostrou maior forca de expressao
que o promotor psok. No entanto, 0 RNA de sok foi suficiente para estabilizar a
linhagem, inibindo a expressao da proteina Hok.

Cabe ressaltar que o promotor phok mostrou maior forca de expressao que o
promotor plac, que é considerado constitutivo em C. metallidurans. Neste contexto, o
promotor phok mostra-se como uma ferramenta de potencial biotecnolégico para
expressao de genes de interesse, uma vez que, € mais forte que plac, geralmente
utilizado para expressao de genes de interesse, e também constitutivo.

Para a bactéria C. necator, os resultados de estabilidade mostraram também
grande influéncia positiva do sistema hok/sok na estabilizagdo. Quando se analisou
a expressdo dos promotores, verificou-se que diferentemente de E. coli e C.
metallidurans, a forca de expressdo génica de psok foi maior que a de phok, em
concordancia com os resultados observados por Gerdes (1988). Baseado nestes
resultados espera-se que em C.necator este sistema provoque grande estabilidade
plasmidial, pois ha grande quantidade de RNA de sok disponivel para inibir a
traducdo do mMRNA de mok-hok. Ressalta-se que linhagens desta bactéria
modificadas geneticamente ou nado, tem grande potencial de aplicacdo para a
producao de polihidroxibutirato (PHB) e que, a maioria dos plasmideos utilizados em
biotecnologia ndo possui um sistema de estabilizacdo genética. Desta forma, o
sistema hok/sok apresenta-se como uma excelente ferramenta genética para
estabilizacao de cepas recombinantes de C. necator.

Utilizando o sistema hok/sok codificado pelo l6cus parB, Gerdes (1988)

conseguiu um fator de estabilizacdo plasmidial superior a 30.000 vezes em
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Pseudomonas putida e superior a 5.000 vezes em Serratia marcescens. Da mesma
forma, PIMENTA et al. (1992) demonstraram que a presenca do lécus parB diminuiu
significativamente a perda de plasmideo em Xanthomonas campestres,
corroborando com os resultados neste trabalho apresentados.

Frente aos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que o
sistema de estabilizacdo genética parB (hok/sok), mostrou ser adequado para
garantir a estabilidade segregacional nas bactérias avaliadas no presente trabalho,
mostrando grande potencial biotecnologico para aplicacdo em processos industriais
que se utilizem de cepas recombinantes portadoras de construcdes génicas

codificadas em plasmideos.
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6 CONCLUSOES

v O sistema hok/sok (parB) aumentou a estabilidade segregacional de
diferentes plasmideos nas bactérias Gram-negativas, C. metallidurans, C. necator e
E. colr

v A utilizagcdo do sistema hok/sok se mostra uma interessante ferramenta
biotecnoldgica para estabilizacdo de plasmideos em bactérias Gram-negativas de
interesse biotecnoldgico;

4 Os promotores phok e psok apresentaram diferentes intensidades de
expressao da proteina EGFP nas bactérias C. metallidurans, C. necator e E. coli;

v Adicionalmente, os promotores phok e psok se mostraram interessantes

ferramentas biotecnoldgicas para expressao génica em bactérias Gram-negativas.
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APENDICE A

Alinhamento do resultado do sequenciamento de pPHOKEGFP com a
sequéncia suposta

KRH-7 CWCTATATAGGCGATTGGAGCTCTGGTCAGCGTGCAGGTATATGGGCTATGATGTGCCCG 60
PPHOKEGFP ~  ——————————— GAGCTCTGGTCAGCGTGCAGGTATATGGGCTATGATGTGCCCG 43
KAk khkhkhkhkhhhhhhkhA kA kA kA A hA kA A A A A A A hA A A A A AR AR h Kk kK
KRH-7 GCGCTTGAGGCTTTCTGCCTCATGACGTGAAGGTGGTTTGTTGCCGTGTTGTGTGGCAGA 120
PPHOKEGEFP GCGCTTGAGGCTTTCTGCCTCATGACGTGAAGGTGGTTTGTTGCCGTGTTGTGTGGCAGA 103
LR RS R SRS RS E SRS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 AAGAAGATAGCCCCGTAGTAAGTTAATTTTCATTAACCACCACGAGGCATCCCTATGTCT 180
PPHOKEGEP AAGAAGATAGCCCCGTAGTAAGTTAATTTTCATTAACCACCACGAGGCATCCCTATGTCT 163
LR R R R RS RS RS RS RS R R SRS RS RS RS R RS RS E SRR R R R R R R EEE RS
KRH-7 AGTCCACATCAAGCTGGCCTCTTACCGCGCTTTGCGCAAGGAGAAGAAGCATATGGTGAG 240
PPHOKEGEP AGTCCACATCAAGCTGGCCTCTTACCGCGCTTTGCGCAAGGAGAAGAAGCATATGGTGAG 223
R R R R RS RS RS RS RS RS R SRS RS SRR R R RS RS E SRR R R R R RS EEEEE S
KRH-7 CAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT 300
PPHOKEGEP CAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT 283
R R R R RS RS RS RS RS RS R SRS RS RS RS R R RS SRS RS R R R R R RS EEEEE S
KRH-7 AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCT 360
PPHOKEGEFP AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCT 343
LR RS R SRS R SRS RS RS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGAC 420
PPHOKEGEFP GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGAC 403
LR RS R SRS R SR SRS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 CACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA 480
PPHOKEGEFP CACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA 463
LR RS E SRS RS E SRS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGA 540
PPHOKEGEP CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGA 523
LR R R R RS RS RS RS RS R R SRS RS RS E R E R RS RS E SRR EEEEEEEEE SRR EEE S
KRH-7 CGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCG 600
PPHOKEGEP CGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCG 583
R R R R RS RS R R RS RS R R R SRS R SRS RS RS RS E R RS R R R R R R RS EEEEE S
KRH-7 CATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGA 660
PPHOKEGEP CATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGA 643
R R R R RS RS RS RS RS RS R SRS RS RS E R E R RS RS E SRR R R R R RS EEEEE S
KRH-7 GTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAA 720
PPHOKEGEFP GTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAA 703
LR RS R SRS R SRS RS RS ESE SRS EEESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 GGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTA 780
PPHOKEGEFP GGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTA 763
AR RS R SRS RS E SRS ESESE SRS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 CCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAG 840
PPHOKEGEFP CCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAG 823
LR RS R SRS RS RS RS ESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESESES]
KRH-7 CACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGA 900
PPHOKEGEP CACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGA 883
R R R R R RS RS RS RS RS RS R SRS RS RS E R E SRS SRR R R R R R RS EEEEE S
KRH-7 GTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATMCTCTCG 960
PPHOKEGEP GTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA-——————— 935
ER R RS RS R RS RS SRS EEEEE RS RS R R R R R R RS EEE S
KRH-7 GCATGGACGAGCTGTACAGTATYGAGGGGCCGGTACAGCTTTGGTCCTATGAGGTATGCG 1020
PPHOKEGEP e
KRH-7 CTGSWYG 1027

pPHOKEGFP ~ ———————



APENDICE B

Alinhamento do resultado do sequenciamento de pPSOKEGFP com a
sequéncia suposta

FAS-1 TCTMTATAGGGCGATTGGAGCTCTTGCGCARAGCGCGGTAAGAGGCTATCCTGATGTGGA 60
PPSOKEGFP ~ ——————————— o GAGCTCTTGCGCAAAGCGCGGTAAGAGGCTATCCTGATGTGGA 43
AR RS RS R SRS ESESESESESESESESESESESESESESESESES
FAS-1 CTAGACATAGGGATGCCTCGTGGTGGTTAATGAAAATTAACTTACTACGGGGCTATCTTC 120
PPSOKEGFP CTAGACATAGGGATGCCTCGTGGTGGTTAATGAAAATTAACTTACTACGGGGCTATCTTC 103
LRSS S S S S S S S SRS R SR SRS R SR SRR R SR SRR R SRR EEEEEEEEEEEEE SRS S E S S
FAS-1 TTTCTGCCACACAACACGGCAACAAACCACCTTCACGTCATGAGGCAGAAAGCCTCAAGC 180
PPSOKEGFP TTTCTGCCACACAACACGGCAACAAACCACCTTCACGTCATGAGGCAGAAAGCCTCAAGC 163
EEE RS RS RS RS RS RS REEES RS R R EEREEEEEEREEEEEEEEESEESESES
FAS-1 GCCGGGCACATCATAGCCCATATACCTGCACGCTGAAAGGAGTCACTTCATATGGTGAGC 240
PPSOKEGFP GCCGGGCACATCATAGCCCATATACCTGCACGCTGAAAGGAGTCACTTCATATGGTGAGC 223
EEE RS RS RS RS RS R R RS RS R R R EEREEEEEEREEEEEEEEEESESE]
FAS-1 ARGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA 300
PPSOKEGFP ARGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA 283
EEE RS RS RS RS RS R R RS RS RS R R EEREEEREEREEEEEEEEEEESESES]
FAS-1 AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG 360
PPSOKEGFP AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG 343
LRSS S S S S S S S SRS SR SRS R SR SRR R SR SRS R SRR EEEEEEEEEEEEE SRS SRS
FAS-1 ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC 420
PPSOKEGFP ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACC 403
LRSS S S S S SRS S SRR SR SR SR SR SRR R SR SRR RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS ES
FAS-1 ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC 479
PPSOKEGFP ACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC 463
LRSS S S S S S S S S SER SR SRS R SR SRR R SR SRR R SRR EEEEEEEEEEEEE SRS SRS S
FAS-1 TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGAC 539
PPSOKEGFP TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGAC 523
EEEE SRS RS RS RS R R R RS RS R R EEREEEEEEREEEEEEEEESEESESES]
FAS-1 GACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGC 599
PPSOKEGFP GACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGC 583
EEE RS RS RS RS RS R R RS RS R R R ERREEEEEEREEEEEEEEESEESESES]
FAS-1 ATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAG 659
PPSOKEGFP ATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAG 643
EEE RS RS RS RS RS R R RS ES RS R R EEREEEEEEREEEEEEEESEESESES]
FAS-1 TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG 719
PPSOKEGFP TACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG 703
LRSS S S S S S S S SRS SR SRS E SR SRR R SR SRR R SRR EEEEEEEEEEEEE SRS SRS S
FAS-1 GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTAC 779
PPSOKEGFP GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTAC 763
LRSS S S S S S S S SRR SR SRS R SR SRR R SR SRR EEEEEEEEEEEEEEEEE SRS S S ESES
FAS-1 CAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGC 839
PPSOKEGFP CAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGC 823
LRSS S S S S S S S S SRS S SR SRS R SR SRR R SR SRS R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S S
FAS-1 ACCCAGTCCGCCCTGAGCARAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAG 899
PPSOKEGFP ACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAG 883
EEE RS RS RS RS RS R RS RS RS R R EEREEEEEEREEEEEEEEESEESESES]
FAS-1 TTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAACTCGAGGGG 959
PPSOKEGFP TTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA -~~~ ————— 934
EEEE SRS RS ESESEEEEEE SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEESEESES]
FAS-1 GGGCCCGGTACCCAGCTTTGTCCCTTTAGTGAGGTAATGCGCKA 1003

PPSOKEGFP e



