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RESUMO

LOZANO, G. C. Avaliacdo do papel de genes envolvidos na mobilizacdo de poli-3-
hidroxibutirato em linhagens recombinantes de Escherichia coli. 2013. 99 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2013.

Polihidroxialcanoatos (PHA) constituem uma familia de poliésteres armazenados
intracelularmente em diversas bactérias, na forma de granulos, atuando no armazenamento de
carbono e energia para esses micro-organismos. O PHA mais conhecido é o poli-3-
hidroxibutirato (P3HB), e pode ser sintetizado por diversas linhagens, como Ralstonia
eutropha e Burkholderia sacchari. A mobilizagdo de PHA consiste na degradacdo dos
granulos previamente acumulados, em condicBes de escassez de carbono e/ou energia. Sabe-
se que para degradar o P3HB previamente acumulado nos granulos, as bactérias contam com
as P3HB despolimerases intracelulares e oligdmero hidrolases. Diversos genes tém sido
anotados como codificadores de P3HB despolimerases intracelulares, tendo destaque para o
gene phaZal, apontado como codificador desta enzima em diversos trabalhos. Um estudo
com mutantes de B. sacchari por transposon mini Tn-5 demonstrou que a inativagdo dos
genes phaZal e lonA levou a uma significante reducdo nas taxas de mobilizacdo de P3HB.
Diferente dos genes phaZ, o gene lonA codifica uma protease ATP dependente néo
mencionada nos trabalhados de mobilizacdo de P3HB anteriores, assim sua acao no processo
ainda ndo estd esclarecida. Acredita-se que LonA possa atuar ou como uma peptidase
envolvida na ativacdo de P3HB despolimerases intracelulares, ou ainda como uma nova
P3HB despolimerase intracelular, ndo descrita anteriormente. O presente estudo teve por
objetivo avaliar o efeito da expressdo dos genes phaZal e lonA no processo de mobilizacédo de
P3HB. Para tal, o trabalho se dividiu em duas etapas. Na primeira etapa foi realizada a
complementacdo heterdloga dos mutantes de B. sacchari afetados nos genes phazal e lonA, a
partir genes ortdlogos de R. eutropha. A expressdo do gene lonA restabeleceu a capacidade de
mobilizacdo no mutante AlonA, o que confirma o envolvimento de LonA na mobilizacdo de
P3HB. O gene lonA, entretanto, ndo complementou o0 mutante AphaZal. A expresséo do gene
phaZal restaurou o fendtipo selvagem em ambos 0s mutantes, indicando que a
superexpressdo de phaZal possa suprimir o efeito da interrup¢do do gene lonA. Em um
segundo momento foram construidas linhagens recombinantes de Escherichia coli abrigando
tanto os genes de acumulo de P3HB como de mobilizacdo de R. eutropha. Foram construidas
linhagens abrigando o gene phaZal e lonA isoladamente e outra ainda abrigando esses dois
genes simultaneamente. Surpreendentemente, a presenca do gene lonA isoladamente
ocasionou um aumento expressivo na capacidade acumulo de P3HB nas linhagens
recombinantes de E. coli. Quando expressos separadamente, tanto phaZzal quanto lonA, nao
apresentaram papel significante na mobilizacdo de P3HB. Quando os dois genes (phaZal e
lonA) foram expressos simultaneamente, as taxas de mobilizacdo do P3HB previamente
acumulado atingem mais de 50%. Os resultados indicam que deva

0 ocorrer uma interacdo entre PhaZal e LonA para que o processo de mobilizacdo seja
efetivo, contudo o0 mecanismo de interacdo entre essas proteinas ainda ndo é conhecido.

Palavras-chave: Poli-3-hidroxibutirato. Mobilizacdo. P3HB despolimerases intracelulares.
Ralstonia eutropha. Escherichia coli recombinantes.



ABSTRACT

LOZANO, G. C. Evaluation of the role of genes involved in mobilization of poly-3-
hydroxybutyrate in recombinant strains of Escherichia coli. 2013. 99 p. Masters thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2013.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are a family of intracellular polyesters stored in granules in
several bacteria representing carbon and energy reserves in these microorganisms. The most
studied PHA is the poly-3-hydroxybutyrate (P3HB), and it can be synthesized by several
strains, like Ralstonia eutropha and Burkholderia sacchari. The mobilization of PHA is the
degradation of granules previously accumulated, during carbon and/or energy starvation. To
degrade the P3HB previously accumulated, the bacteria must have intracellular P3HB
depolymerases and oligomers hydrolases. Several genes have been annotated as encoding
intracellular P3HB depolymerases, mainly the phaZal gene, which is described in many
reports. A study with mutants of B. sacchari by mini Tn-5 transposon showed that the
interruption of phaZal and lonA genes led to a significant reduction in rates of P3HB
mobilization. Different of phaZzal gene, the lonA gene encodes an ATP-dependent protease
that has not been before related to P3HB mobilization, so its role in this process is not yet
clarified. It was hypothesized that LonA can act like as a peptidase involved in the activation
of intracellular P3HB depolymerase, or as a novel intracellular P3HB depolymerase, not
described before. The present study aimed to evaluate the effect of expression of phazal and
lonA genes in the mobilization process of P3HB. Therefore, this work was divided into two
steps. In the first step, the heterologous complementation of mutants of B. sacchari affected in
phaZal and lonA genes by orthologous genes from R. eutropha was evaluated. The
expression of lonA gene reestablished the capacity of mobilization in AlonA mutant,
confirming the involvement of LonA in mobilization of P3HB. The lonA gene did not
complemented AphaZal mutant. The expression of phazZal gene restored the wild phenotype
in both mutants, indicating that a super expression of phazal can suppress the effect of
interruption in lonA gene. In a second step, recombinant Escherichia coli strains were
constructed harboring both accumulation and mobilization genes of R. eutropha. It was
obtained strains harboring the phaZal and lonA genes singly and another one harboring both
genes simultaneously. Surprisingly, the presence of the lonA gene increased significantly the
accumulation capacity in recombinant E. coli strain. When express singly, both phazal and
lonA, the genes did not show a significant role in mobilization of P3HB. When both genes
(phaZal and lonA) were express simultaneously, the mobilization of P3HB rates reached
more than 50%. The results indicate that an interaction must occur between PhaZal and LonA
for an effective P3HB mobilization, however the interaction mechanism between these
proteins should be revealed yet.

Keywords: Poly-3-hydroxybutyrate. Mobilization. Intracellular P3HB despolimerases.
Ralstonia eutropha. Recombinant Escherichia coli.



Figura 2.1-

Figura 2.2-

Figura 2.3-
Figura 2.4-

Figura 2.5-

Figura 4.1-

Figura5.1-

Figura 5.2-
Figura 5.3-

Figura 5.4-

Figura 5.5-

Figura 5.6-

Figura 5.7-

Figura 5.8-

Figura 5.9-

Figura 5.10-

LISTA DE FIGURAS

Formula geral dos polihidroxialcanoatos..............ccoeveverereneniiesiennennns

Classificacdo das diferentes PHA sintase, considerando sua estrutura
proteica e afinidade pelo SUDSLrato.............covviieiiieicni e

Via metabolica simplificada de sintese de P3HB em R. eutropha...........
Via metabdlica de sintese e degradacao de P3HB em R. eutropha..........

Esquema de membros tipicos das subfamilias LonA e LonB,
representado por Lon proteases de Escherichia coli e Archaroglobus
fulgidus, reSpectiVamMENTE. ..........cccveiiiie e

Estratégia de avaliagdo da mobilizagdo em meio mineral sélido.............

Avaliacdo da capacidade de mobilizacdo de P3HB detectada por
opacidade das col6nias de B. SACChari..........ccccoveveieiieiieie e

Cinética de mobilizacdo de P3HB por B. sacchari em meio mineral......
Organizacdo estrutura do gene lonA em Burkholderia sacchari..............

Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8% do produto de amplificacdo
por PCR do gene lonA a partir do DNA molde de R. eutropha...............

Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8% do plasmideo pBBR1MSC-
5 abrigando o gene lonA de R. eutropha...........ccoovvvieiviieiiecc e,

Plasmideo pBBR1MCS-5::lonA digerido com Kpnl. (A) Perfil de
migracdo em gel de agarose 0,8% apds digestdo; (B) Representacdo do
plasmideo indicando os sitios de restricdo de Kpnl.........c.cccocovevvevieenene.

Cinética de mobiliza¢do de P3HB por mutante LFM588 (AlonA) de B.
sacchari complementado com o pBBR1MCS-5:lonA de R. eutropha
em meio mineral. (A) Mobilizacdo de P3HB; (B) Viabilidade celular....

Cinética de mobilizagdo de P3HB por mutante LFM587 (AphaZal) de
B. sacchari abrigando o pBBR1MCS-5:1onA de R. eutropha em meio
mineral. (A) Mobilizacdo de P3HB; (B) Viabilidade celular...................

Cinetica de mobilizagdo de P3HB por mutantes LFM587 (AphaZal) e
LFM588 (AlonA) de B. sacchari abrigando o pBBR1MCS-5:phaZal
de R. eutropha em meio mineral. (A) Mobilizagdo de P3HB; (B)
Viabilidade celular...........coooiiiiii

Teor de P3HB presente intracelularmente em E. coli pSK::phaCAB
(LFM280) em meio mineral sob condi¢des de mobilizagéo de P3HB.....

18
19

24

27

43

47
48

51

52

52

53

55

56

58



Figura5.11-

Figura 5.12-

Figura 5.13-

Figura 5.14-

Figura 5.15-

Figura 5.16-

Figura 5.17-

Figura 5.18-

Figura 5.19-

Teor de P3HB presente intracelularmente em E. coli pSK::phaCAB
abrigando o gene phaZal de R. eutropha em meio mineral sob
condicdes de mobilizagdo de P3HB.............cccccvevveciiie i

Teor de mondmeros de 3HB excretado no meio extracelular por E. coli
pSK::phaCAB abrigando o gene phaZal de R. eutropha em meio
MINEIAL ... ettt re e e

Avaliacdo da mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB
abrigando o gene lonA de R. eutropha em meio mineral. (A) Teor de
P3HB intracelular; (B) Teor de 3HB no sobrenadante...............c..cccueee..

Biomassa residual de E. coli pSK::phaCAB abrigando o gene lonA de
R. eutropha em meio mineral...........c.cccoooeiieie e

Micrografia de E. coli recombinantes. (A) LFM1133 (B)
CABPBBRS.......oei s

Mobilizagdo de P3HB em E. coli pSK:phaCAB abrigando
simultaneamente os genes phaZal e lonA de R. eutropha em meio
mineral ap0s 72 horas de CUItiVO...........ccoeviieriinee e

Cinética de mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB abrigando
simultaneamente os genes de phaZal e lonA de R. eutropha em meio
IMUNETAL .ttt

Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8% apds digestdo. (A),
pBBR1MCS-5::phazal digerido com Xbal e Sacl; (B) pPBBR1MCS-
5::lonA+phazal linear (digerido com Hindlll); (C) Fragmentos de
lonA e phazal amplificado a partir de pPBBR1MCS-5::lonA+phaZal....

Cinética de mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB abrigando
0 plasmideo pBBR1MCS-5::lonA+phaZal de R. eutropha em meio
MINEIAL... e sre e re e e e reenne e

61

62

63

64

65

66

67

68



Tabela 4.1-
Tabela 4.2-
Tabela 4.3-
Tabela 4.4-
Tabela 4.5-

Tabela 4.6-

Tabela 4.7-
Tabela 5.1-

Tabela 5.2-

Tabela 5.3-

LISTA DE TABELAS

Linhagens de bactérias utilizadas............cccccovvevvevieieieieieie e 33
Plasmideos ULIHiZad0S. .......cccoviireiiiiiisee e 34
Sequéncia de oligonucleotideos utilizados..........ccccoevvreriviriieiiiciieine 34
Modificagdes do meio Mineral............ccccveveiieiecieese e 36
Condicg0es de amplificagdo dos fragmentos de DNA.........cccccceoerenee. 40
Linhagens recombinantes de E. coli construidas, a partir de

LEM280..... .ottt sttt r s 42
Linhagens controle de E. coli construidas, a partir de LFM280........... 42
Linhagens recombinantes de B. sacchari construidas............ccccccceuenee. 54

Concentracdo de P3HB acumulado intracelularmente durante 48
horas de cultivos em linhagens recombinantes de E. coli.....................

Concentracdo de P3HB acumulado intracelularmente durante 48
horas de cultivos em linhagens recombinantes de E. coli abrigando o
gene 1onA de R. GULIOPNA. ........ccvviieceeeeceee s 65



SUMARIO

1 INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA . . 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA....cootviiiiiitiiseississssssissiess s 16
2.1 PolinidroXialCan0@tos. .........cc.eiveiiiiiiiiieceee s 16
2.2 SINTESE 0B PHA ...t 17
2.3 Estrutura e caracteristicas dos granulos de PHA.............ccociiiiiiiniieee 20
2.4 Degradacao de P3HB............ccoiiiiieiie et 20
2.4.1 Degradagao EXIracelular.............ocooiiiiiiiiiicce s 21
2.4.2 Degradacao INtraCelular.............ccooveiiiie i 22
2.5 LonA protease ATP depPendente........cccooiiiiiiiiiiieieiese e 26
2.6 Linhagens de Escherichia coli recombinantes para sintese e mobilizacdo de

T | = TSP OU R RUPTOPRTRTO 30
3 OBIETIVOS GERALIS.....cc e 32
3.1 ODjetivos ESPECITICOS. ... .cviviieeiieiiiieieesie e 32
A MATERIAIS E METODOS......cooiieiieeierieseeeessee s ses s seses s asssssnssss s snsssessenssnens 33
4.1 LiNhagens € PlaSmMide0S. .........couiiiiieiieiiieiesese s 33
4.2 OlIgONUCIEOLIAROS. ......veeieie ettt ettt s te e sreesbe et e sneenae s 34
4.3 Condicdes de crescimento e meios de CUltUra.........cccovevvereiieiiece e 34
4.4 Composicao dos Meios de CUITUNAL.........ccocveiieiiicie et 35
4.4.1 Caldo Nutriente (CN) ou Agar NUtriente (AN).........ccoceveerevrrerereeereeeeeeseseeee e 35
4.4.2 LUria-Bertani (LB)........cooioiiiiii e 35
4.4.3 MEI0 MINEral (IMIM).....couiiiiieieiee ettt 35
4.5 Manipulag@o de DINA. ...t 36
4.5.1 Extragé@o de DNA gendmico e plasmidial..........ccccoooeiiiiniiiiiiine e 36
4.5.2 Digestdo de DNA gendmico e plasmidial............ccccccovveiiiiiiiiiiiic e 36

4.5.3 LIgAGA0 A0 DINA. ... ...ttt 37



4.5.4 Eletroforese em gel 8 @Qar0SE........c.cciveiuiiieiiieiieieeiesee e eie s e e sre e sre e 37

4.5.5 Insercdo de DNA em bactérias por transformagao...........coceveveiiiieieiine s 37
T R O 4 To T (U T (=T 14 oo USSR 37
4.5.5.2 ChOQUE BIELIICO. .....cviuiiiiieeieiesie ettt 38
4.6 Amplificacdo do fragmento de DNA Por PCR........cccoovoiiiieiiee e 39
4.6.1 GENE IONA..... et b et 39
4.6.2 GENE PRAZAL........cccieiieee ettt ra e reeae e 40
4.7 Clonagem do fragmento lonA em vetor de clonagem..........cccocveviiiencnenc e 40
4.8 Clonagem do fragmento lonA e phaZal em vetor de clonagem............c.cccccovevvvenenn. 41
4.9 Obtencéo de linhagens recombINANTES...........ccoiiiiiiniiiii e 41
4.9.1 B. SACCNAN. ...t 41
4.9.2 E. COlLuniiiieeeee bbbt 42
4.10 Avaliacdo qualitativa da mobilizacdo de P3HB em meio mineral sélido............... 42
4.11 Avaliagédo quantitativa de mobilizagdo de P3HB............ccccoooiiiiiiniieee, 43
4.12 MELOAOS ANAITTICOS. ......cvieiiieiiitiie et 44
4.12.1 Determinagao de DIOMASSA. .......c..crviriiriiriiriieieieieeie et 44
4.12.2 Teor de P3HB € 3HB......cui i 44
4.12.3 Viabilidade CelUIAr..........c.ccooiiiiii s 45
4.13 Preservacao de linhagens bacterianas...........cccccveiveieciieieece e 45
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiiiiiieeesiieesesieseseesisses s ssisnes s snes s esssenessenes 46

5.1 Avaliacdo de mutantes LFM587 (AphaZal) e LFM588 (AlonA) de

o TR = ool - L OSSR PSSR 46
5.2 Busca de genes ortdlogos a lonA em R. eutropha e Burkholderia spp........cccccevenene. 50
5.3 Amplificagéo e clonagem do fragmento lonA de R. eutropha..........cccccooeieiiinnnn, 51

5.4 Teste de complementacdo heterdloga dos mutantes de B. sacchari LFM587
(AphaZal) € LEMB88 (AIONA).........cciiiiieiieieeeeeieeeesseees st eses st 53

5.4.1 Teste de complementagdo com pBBRIMCS-5::I0NA. ... 54



5.4.2 Teste de complementacdo com pBBR1IMCS-5::phaZal.........c.cccccccevivevviieinesncinennnn, 57

5.5 Avaliagéo das linhagens de E. coli recombinantes............c.ccoovvvieneninenenisiseene, 59
5.5.1 Padronizacao das condigcdes de acimulo e mobilizagao...........cccccvevveveeveeicsiieseenne 59
5.5.2 Avaliagéo dos recombinantes portando o gene phaZal de R. eutropha..................... 60
5.5.3 Avaliacao dos recombinantes portando o gene lonA de R. eutropha.............c.ccue....... 63

5.5.4 Avaliagdo dos recombinantes portando, simultaneamente, os genes phaZal e lonA

(0[O T 11 (0] o] = VOSSR 66
6 CONCLUSOES.......oriiuieieiieiisiieeiseissees st 71
REFERENCIAS. ..ottt 72
ANEXOS. ..ttt bt b e bt b et et e et e nae e e beearee s 84
ANEXO A - Organizacdo estrutural do gene IonA em espécies de

BUIKNOIOBIIACEAE. ... 85
ANEXO B — Vetor clonagem e plasmideos utilizados............c.cccevviveiieeiiiieiieeciecie e 88
ANEXO C — Sequéncias dos genes UtIHZados...........ccoveeeeienineninieeese s, 90

ANEXO D - Dados completos dos experimentos de mobilizacdo de P3HB em linhagens
de B. sacchari e E. COli reCOMBDINANTE..........ccoeiiiiieii e 94



14

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Embalagens descartaveis estdo presentes na maioria dos produtos consumidos pela
sociedade atual. Dentre estes materiais, os plasticos sdo um dos mais visados por serem
facilmente descartados e manuseados para as mais diversas aplicagdes. Entretanto, esses
plasticos costumeiramente sdo obtidos a partir de polimeros sintéticos derivados de petroleo
que, além de serem obtidos a partir de uma fonte de dificil renovacdo, apresentam lenta
degradacdo na natureza, acarretando diversos problemas ambientais. Para solucionar tais
problemas, a substituicdo de plésticos de origem petroquimica por polimeros termoplésticos
biodegradaveis, tem se mostrado uma boa alternativa.

Dentre esses polimeros, os polihidroxialcanoatos (PHA) se destacam por serem
totalmente biodegradaveis, termoplasticos e biocompativeis. Os PHA se acumulam
intracelularmente na forma de granulos em determinadas bactérias, principalmente em
condicgdes de excesso de fonte de carbono e limitagdo de pelo menos uma fonte de nutriente
essencial a multiplicacdo celular. O PHA mais conhecido € o poli-3-hidroxibutirato (P3HB).
As linhagens da bactéria Ralstonia eutropha, séo modelos para estudos de P3HB, entretanto a
bactéria Burkholderia sacchari também se mostra um excelente produtor do polimero, sendo
capaz de acumular altos teores do mesmo. Em condicOes de escassez de carbono e/ou energia,
essas bactérias sdo capazes de mobilizar o polimero, processo este que consiste em degradar
os granulos previamente acumulados intracelularmente. Acredita-se que 0s processos de
sintese e mobilizacdo do P3HB se ddo de forma ciclica, podendo ocorrer simultaneamente na
bactéria, contudo as taxas de polimerizacdo costumam ser cerca de 10 vezes mais elevadas
que as taxas de despolimerizacdo intracelular sob condi¢6es de acimulo de polimero.

A sintese do polimero vem sendo amplamente explorada nas ultimas décadas, contudo
guando o foco é a mobilizacdo do mesmo, o conhecimento ainda é muito fragmentado devido
limitacOes técnicas. Considerando a biossintese do polimero para producdo de plasticos
biodegradaveis, a compreensdo do processo de mobilizacdo poderd permitir um maior
controle sobre a eficiéncia de producdo, bem como sobre sua massa molecular. Outro aspecto
relevante € a possibilidade de se desenvolver processos, nos quais 0S mondmeros Sao
excretados devido a superexpressao de PHA despolimerases, permitindo gerar compostos
quiralicos para biossintese de substancias bioativas.

Sabe-se que para degradar o P3HB previamente acumulado nos granulos, as bactérias
contam com as P3HB despolimerases intracelulares, além de oligbmero hidrolases. Diversos

genes tém sido anotados como codificadores de P3HB despolimerases intracelulares,
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destacando-se o0 gene phazZal, o qual foi apontado como codificador desta enzima em
diversos trabalhos. Um estudo com R. eutropha e B. sacchari apontou ainda um possivel
envolvimento do produto dos genes phaZa2, phaZza3 e lonA na mobilizacdo de P3HB.
Diferente dos genes phaZ, o gene lonA esta anotado como codificador de uma protease ATP
dependente ndo mencionada em trabalhados anteriores de mobilizacdo de P3HB, assim sua
acdo no processo ainda ndo esta esclarecida.

Duas hipoteses foram formuladas para explicar a atividade de lonA. A primeira sugere
que lonA codifigue uma peptidase envolvida na ativacdo de P3HB despolimerases
intracelulares. J& a segunda hip6tese, considera que o produto de lonA corresponda a uma
nova P3HB despolimerase intracelular, ndo descrita anteriormente, ja que LonA possui uma
sequéncia lipase box, semelhante a diversas PHA despolimerases.

Dentro deste contexto, o presente trabalho visa ao estudo do papel do produto dos genes
phazZal e lonA no processo de mobilizacdo de P3HB, através da construcdo de linhagens
recombinantes de Escherichia coli.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHA) constituem uma familia de poliésteres sintetizados e
armazenados intracelularmente em diversas bactérias, na forma de granulos, que atuam como
reserva de carbono e energia para esses micro-organismos (ANDERSON; DAWES, 1990;
GOMEZ; BUENO NETTO, 2001; STEINBUCHEL; VALENTIM, 1995). Alguns
pesquisadores apontam ainda como funcédo fisiolégica dos PHA o auxilio na tolerancia as
condicGes de estresses ambientais, como pressao osmética, radiacdo ultravioleta e dessecacao
(WANG et al., 2009).

A sintese desses polimeros € influenciada pelas condi¢cdes ambientais, e passa a ser mais
expressiva quando ha excesso de fonte de carbono e simultanea limitacdo de algum nutriente
essencial ao crescimento microbiano, como nitrogénio, fosforo ou enxofre (ANDERSON;
DAWES, 1990; BRANDL; GROSS; LENZ, 1990; ULMER et al., 1994). Além de
mecanismos de sintese, 0s micro-organismos capazes de acumular essas inclusdes sao dotados
de uma maquinaria de despolimerizacdo, que permite a mobilizacdo do polimero. O processo
de mobilizacdo consiste na degradacdo do polimero previamente acumulado em situacdes de
deficiéncia ou auséncia de fonte exdgena de carbono e/ou energia (MERRICK; STEGER,;
DOMBROSKI, 1999).

Os PHA tém despertado o interesse industrial uma vez que possuem propriedades
biodegradaveis, sdo termoplasticos e biocompativeis (AKARAONYE; KESHAVARZ; ROY,
2010; SUDESH; ABE; DOI, 2000). Outro aspecto relevante das caracteristicas destes
polimeros, é que sdo produzidos a partir de matérias-primas de facil e rapida renovacgdo e

podem substituir polimeros de origem petroquimica em diversas aplicacdes (BYROM, 1990).

A estrutura quimica geral dos PHA (Figura 2.1) apresenta um radical R, o qual pode variar desde um
atomo de hidrogénio até uma cadeia com 13 carbonos, podendo esta ser dotada de insaturacdes, ramificacBes ou
atomos como bromo, fltior e cloro, além de cadeias ciclicas e grupos aromaticos (REHM; STEINBUCHEL,
1999).

Podemos classificar PHA pelo comprimento da cadeia carbonica lateral de seus monémeros em PHAsc, e
PHAwmcL. Os PHAscL (short chain length) contém mondmeros de cadeia curta, com 3 a 5 atomos de carbono,
enquanto que 0s PHAmcL (medium chain length) apresentam mondmeros de cadeia média, com 6 a 16 dtomos de
carbono (FUCHTENBUSCH; FABRITIUS; STEINBUCHEL, 1996; FUCHTENBUSCH et al., 1998;
JENDROSSEK;
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SCHIRMER; SCHLEGEL, 1996; STEINBUCHEL; VALENTIN, 1995; SURIYAMONGKOL et al., 2007).

R 0
| 11

/N N\
0 cHp, 0O
© LD-30 000

Figura 2.1 - Formula geral dos polihidroxialcanoatos.

Pelo menos 150 diferentes monémeros ja foram identificados como constituintes de PHA em diversas
bactérias (LUENGO et al., 2003; REHM, 2003; REHM; STEINBUCHEL, 1999). A composicdo quimica dos
mondmeros presentes na cadeia polimérica varia conforme a linhagem bacteriana em questao, bem como pela
fonte de carbono utilizada durante o acimulo. De acordo com a estrutura quimica dos mondmeros, é possivel
obter PHA com diferentes propriedades fisicas e quimicas (RODRIGUES, et al., 1995), o que influencia na
qualidade do pléstico biodegradavel produzido e nas possiveis aplicacfes para estes materiais. Em muitos casos,

0 biopléastico é composto por mais de um tipo de mondmeros, e sdo chamados copolimeros.

Dentre os muitos polimeros possiveis, o0 P3HB (poli-3-hidroxibutirato) € o PHA mais
amplamente estudado, apresentando mondmeros de quatro carbonos.

A bactéria Ralstonia eutropha, também denominada Cupriavidus necator, tém sido
utilizada como organismo modelo para estudos relacionados a producdo de P3HB
(REINECKE; STEINBURCHEL, 2009), entretanto outros micro-organismos, como a bactéria
Burkholderia sacchari, tém se mostrado um excelente produtor deste polimero, uma vez que é
capaz de acumular intracelularmente até 80% de sua massa seca celular de P3HB, a partir de
sacarose (GOMEZ et al., 1996; GOMEZ et al., 1997; SANT’ANA, em elaboragdo™*).

2.2 Sintese de PHA

A sintese de PHA ¢ influenciada principalmente pelas vias metabdlicas presentes nas

bactérias produtoras, no substrato fornecido na fase de acimulo e pelo tipo de enzima PHA

*SANT’ANA, D. V. P. Metabolic flux analysis applied to the biosynthesis of the biodegradable
polymer poly-3-hydroxybutyrate (P3HB) produced by Burkholderia sacchari. Sdo Paulo, 2013.
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sintase presente (responsavel por catalisar a incorporacdo dos mondémeros na cadeia
polimérica). O substrato fornecido é metabolizado até gerar moléculas de hidroxiacil-CoA,
que séo, por sua vez, adicionados a cadeia de PHA. Importantes rotas metabdlicas podem
estar envolvidas neste processo, como a degradacdo oxidativa de acidos graxos (-oxidacao) e
a biossintese de acidos graxos (ALDOR; KEASLING, 2003).

Todas as bactérias produtoras de PHA sdo dotadas da enzima PHA sintase. Esta é
considerada a enzima chave para a sintese de PHA, pois é responsavel por catalisar a
polimerizacdo dos mondmeros a cadeia que estd sendo formada. As PHA sintases séo
classificadas de acordo com sua estrutura proteica, nimero de subunidades e especificidade ao
substrato (Figura 2.2). Assim, sdo divididas em quatro grupos: i) Classe | — compostas por
apenas um tipo de unidade proteica (PhaC) e com especificidade por HAscy; ii) Classe Il —
constituidas por um tipo de unidade polipeptidica (PhaCl ou PhaC2), e apresentam
especificidade por HAwmcL; iii) Classe 111 — formada por duas subunidades proteicas diferentes
(PhaC e PhaE), e tem afinidade por HAscL e, pelo menos em alguns casos, também por
HAwmcL; iv) Classe IV — possuem duas subunidades polipeptidicas diferentes (PhaC e PhaR), e
tem afinidade por HAscL (REHM, 2003).

Classe Subunidades Espécies Substrato
3HAg -CoA
I Ralstonia eutropha {(-C3-C5)
4HAg-CoA,
SHA-COA, 3MAg,-CoA
I Pseudomonas aeruginosa 3HA e -CoA
(~=C5)
3HA . -CoA
111 Allochromatium vinosum (.mAMCL.(‘Sch [~C6-C8],
4HA-CoA, SHA-CoA)
AT 3 .
|\ R) Bacillus megaterium 3HAge-CoA
~40 kDa ~22 kDa

Figura 2.2 — Classificagdo das diferentes PHA sintases, considerando sua estrutura proteica e
afinidade pelo substrato (Adaptado de REHM, 2003).

Dentre os diferentes metabolismos de sintese de PHA, a rota de biossintese de P3HB é
a melhor caracterizada, e tem como modelo a bactéria a R. eutropha, que é capaz de utilizar
diversos compostos como fonte de carbono, entre eles glicose, frutose, formiato, acetato,
lactato e gluconato. Além deste organismo, outras espécies também sdo capazes de acumular
este polimero (STEINBUCHEL, 1991; 1996).
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A biossintese de P3HB em R. eutropha, ocorre a partir de acetil-CoA, um
intermediério entre as vias de degradacdo de carboidratos e a via dos &cidos tricarboxilicos, e
abrange trés etapas (Figura 2.3). Inicialmente, ocorre a condensacdo de duas moléculas de
acetil-CoA, pela agdo da pB-cetotiolase (PhaA), gerando um acetoacetil-CoA; posteriormente o
acetoacetil-CoA € reduzido a (R)-3-hidroxibutiril-CoA, pela atividade da 3-acetoacetil-CoA
redutase NADPH dependente (PhaB); por fim os mondmeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA séo
incorporados a uma cadeia polimérica pela acdo da P3HB sintase (PhaC) (ANDERSON;
DAWES, 1990; STEINBUCHEL, 1991).

Jol j\
HsC S-CoA HsC 5-CoA
Acetil-CoA Acetil-CoA

—_— — o

(1 p-cetotiolase (phad) J/ &':; H5-CoA

L
HsC

5-CoA

Acetoacetil-CoA

— ) e NADPH + H*

¢/~ Acetoacetil-CoA ™ X

\ redutase (phaB) __,/' NADF
TT——" OH 0

- -
HsC S-CoA

(R )-3-hidroxibutiril-CoA
T — (CHy @
<~. PHA sintase (p/haC) > E_@LVJJ_,

YHS-CoA
-

_n+l

Poli-3-hidroxibutirato

Figura 2.3 - Via metabdlica simplificada de sintese de P3HB em R. eutropha (PIEMOLINI, 2004).

Os genes que codificam as enzimas envolvidas na sintese de P3HB (phaA, phaB e
phaC) em R. eutropha, assim como em diversas outras bactérias, como Alcaligenes latus e
Burkholderia cepacia, encontram-se organizados no operon phaCAB (REHM;
STEINBUCHEL, 1999; SCHUBERT; KRUGER; STEINBUCHEL, 1991). Outras
organizacles génicas também sdo conhecidas em bactérias produtoras de PHA, como ocorre

em Pseudomonas oleovorans e Pseudomonas aeruginosa, em que os genes que codificam as
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duas subunidades da PHA sintases (phaC1l e phaC?2) estdo separados por um gene codificador
de uma PHA despolimerase intracelular (phaZ) (JENDROSSEK; HANDRICK,2002).

2.3 Estrutura e caracteristicas dos granulos de P3HB

Os grénulos de PHA se formam como inclusdes discretas, que se localizam no
citoplasma bacteriano e variam em tamanho e nimero nas diferentes espécies produtoras. O
desenvolvimento destes granulos ndao ocorre de modo aleatério no interior da célula. Acredita-
se que o modelo que melhor descreve esse processo é do brotamento, no qual os estagios
iniciais de sintese ocorrem proximo aos polos da célula e a membrana citoplasmatica. J& nos
estagios mais tardios da formacdo dos granulos, os mesmos podem ser distribuidos de forma
mais aleatdria na célula (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002).

Foi demonstrado que a estrutura fisica do P3HB adota diferentes formas dentro ou fora
da célula. In vivo, a molécula se encontra na forma nativa (nP3HB), ou seja, em estado
amorfo, com cadeias carbdnicas moveis e desordenadas e revestida por uma camada
superficial de proteinas (MAYER, 1992; POTTER; STEINBUCHEL, 2005; STEINBUCHEL
et al., 1995). Entretanto, quando o P3HB esta fora da célula, apos extracdo ou morte e lise
celular, a camada superficial do granulo é danificada e as cadeias poliméricas tendem a
assumir uma forma helicoidal, adquirindo um estado cristalino. Nesse estado, o0 P3HB é
denominado desnaturado (dP3HB) (STEINBUCHEL et al., 1995).

Uma terceira forma de se encontrar o P3HB é como granulos artificiais (aP3HB).
Estes sdo preparados a partir de uma solucdo de P3HB cristalino em solvente organico que é
emulsificado como um detergente, e sdo costumeiramente utilizados em ensaios de atividade
enzimatica de despolimerases intracelulares. Suas propriedades, como massa molecular,
densidade e tamanho, sdo semelhantes as encontradas na forma amorfa (HOROWITZ;
SANDERS, 1994).

2.4 Degradacéo de P3HB

Os PHA podem ser catabolizados por diversos micro-organismos através de processos
intracelulares ou extracelulares, dependendo da localizacdo do polimero e da presenca de
enzimas ditas PHA despolimerases.

Os organismos capazes de sintetizar granulos de polihidroxialcanoatos sdo também

dotados de uma maquinaria de degradacdo intracelular destes polimeros. A degradacgédo
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intracelular consiste na despolimerizacdo ativa dos granulos enddégenos acumulados
previamente. Este processo € conhecido como mobilizagdo de PHA. Para tal, as bactérias
contam com as enzimas PHA despolimerases intracelulares (i-PHA despolimerase), que tem
afinidade com os granulos amorfos (nPHA), forma que o polimero se encontram in vivo. Ja a
degradacdo extracelular € a utilizacdo de um polimero exdgeno, proveniente da morte e lise de
outros organismos produtores de PHA ou ainda de materiais constituidos pelo mesmo que se
encontrem no solo. Neste caso é necessaria a existéncia de PHA despolimerases extracelulares
(e-PHA despolimerase), que, por sua vez, tem especificidade com os dPHA (estado
desnaturado). A degradacdo extracelular pode ser realizada por fungos e bactérias, que ndo
necessariamente sdo capazes de produzir o biopolimero (JENDROSSEK; HANDRICK,
2002).

Além do estado fisico do polimero, nativo ou desnaturado, as PHA despolimerases
apresentam especificidade também com o tipo de monémeros que compde o substrato. Assim,
estas enzimas podem ser classificadas ainda, em aquelas que degradam granulos formados por
mondmeros de cadeia curta, i-PHAscL e e-PHAscL, e enzimas que agem sobre polimeros com
mondmeros de cadeia média, i-PHAwmcL e e-PHAmcL. (HANDRICK et al., 2001; KNOLL et
al., 2009).

A maioria das despolimerases apresenta um trio catalitico que constitui seu sitio ativo
(serina — histidina — &cido aspartico), sendo a serina catalitica parte de uma sequéncia
denominada lipase box (GxSxG). A excecdo a esta conformacéo pode ser observada na P3HB
despolimerase intracelular (Phazal) de R. eutropha, que nao apresenta a referida lipase box
(SAEGUSA et al., 2001).

2.4.1 Degradacdo Extracelular

Os poliésteres do tipo PHA tém grande destaque por serem facilmente degradados em
ambientes naturais. A principal contribuicdo para esse processo provém da atividade
enzimética de micro-organismos (ANDERSON; DAWES, 1990). Outro fator que interfere
fortemente na biodegradabilidade dos PHA, sdo suas propriedades fisico-quimicas, como
taticidade da cadeia, cristalinidade, composi¢cdo monomérica e acessibilidade & superficie do
granulo (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002).

A habilidade de degradar PHA extracelular é amplamente distribuida entre bactérias e
fungos. Estes micro-organismos podem estar presentes em solo, ambientes aquaticos

(dulcicolos ou marinhos), sedimentos de estuario, ar e esgoto aerdbio e anaerobio, (GONDA,
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JENDROSSEK; MOLITORIS, 2000; HAN et al.,, 1998; JENDROSSEK; HANDRICK,
2002). A degradacdo em sistemas aerdbios resulta na formacgéo de agua e gas carb6nico, ao
passo que em condigdes anaerdbias obtém-se agua, gas carbonico e gas metano (BRANDL et
al., 1995; COX, 1992).

As e-PHA despolimerases, de modo geral, compartilham diversas caracteristicas.
Podemos ressaltar, a alta estabilidade em condigdes adversas de pH, temperatura e forga
ibnica, massa molecular relativamente baixa (<70 kDa), pH alcalino 6timo, inibicdo pela acdo
de agente redutores e inibidores de serino-hidrolases e forte afinidade com materiais
hidrofébicos. Acredita-se, que a maioria destas enzimas possui atividades de endo e
exohidrolases (JENDROSSEK; HANDRICK, 2002). De acordo com a despolimerase, 0
produto final varia, podendo ser apenas mondmeros, uma mistura de monémeros e dimeros,
ou diferentes oligdmeros. Neste Gltimo caso, as bactérias contam ainda com a acdo de
oligbmero hidrolases ou dimero hidrolases para clivagem em mondmeros (SAITO;
KOBAYASHI, 2001; SCHERER et al., 2000). Estes monémeros, quando dentro da célula,
sdo oxidados, no caso do 3HB, a acetoacetato, pela acdo de P3HB desidrogenase NAD
especifica, e seguem para a formacao de acetil-CoA, via acetoacetil-CoA sintetase (DOI et al.,
1990; SUGYAMA et al., 2004).

Os genes que codificam as e-PHA despolimerases formam a familia dos phaz, e tém
sido clonados e analisados desde 1989, por Saito e colaboradores. Diversos genes tiveram
seus produtos envolvidos na degradacdo extracelular. A maioria deles é codificador de e-
PHAscL, porém trabalhos recentes identificaram diversas e-PHAmcL (GANGOITI et al., 2012;
JENDROSSEK; HANDRICK, 2002; MARTINEZ et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

2.4.2 Degradacdo Intracelular

Considerando que os PHA séo inclusdes de armazenamento de carbono e/ou energia, 0s
organismos capazes de sintetizarem esses polimeros séo dotados também de uma maquinaria
de despolimerizagdo intracelular, para sua utilizacdo. Este processo de degradacdo é
denominado mobilizagdo, no qual o granulo nativo (nPHA) é mobilizado para atender as
necessidades da célula. Para tal, as bactérias contam com as PHA despolimerases
intracelulares (PhaZs) e com as oligdbmeros hidrolases (PhaYs), que geram mondmeros e/ou

oligdbmeros.
Estudos que avaliaram os processos de sintese e de mobilizacdo destes bioplasticos sugeriram que o

metabolismo de PHA é um processo ciclico, no qual as PHA sintases e PHA despolimerases intracelulares (i-
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PHA despolimerases) atuam simultaneamente. Entretanto, as taxas de polimerizagdo costumam ser cerca de 10
vezes mais elevadas que as taxas de despolimerizacéo intracelular sob condi¢6es de acimulo de polimero (DOI
et al., 1990; DOI et al., 1992; KAWAGUCH]I; DOI, 1992; REN et al., 2009; WANG et al., 2009). Um trabalho
envolvendo glicose marcada com carbono-14 para a producdo de P3HB confirmou a hipotese de sintese e
mobilizacdo simultdnea, uma vez que as bactérias incorporaram altas taxas de P3HB mesmo apds a fase de
actimulo, ou seja, durante a degradagdo (TAIDI; MANSFIELD; ANDERSON, 1995).

A Figura 2.4 esquematiza 0 metabolismo de sintese e mobilizacdo de P3HB em R.
eutropha. Neste processo, a degradacdo se inicia pela acdo das i-P3HB despolimerases que
hidrolisam o polimero formando monémeros e/ou oligdmeros de &cido R-3-hidroxibutirico
(3HB). Estes mondomeros sdo entdo oxidados a acetoacetato, pela 3-hidroxibutirato
desidrogenase NAD™ especifica, que posteriormente sera convertido em acetoacetil-CoA, pela
acetoacetato-succinil-CoA transferase ou pela acetoacetil-CoA sintetase, passo que requer
gasto de energia. Por fim, a enzima [B-cetiolase (PhaA) cliva o acetoacetil-CoA em duas
moléculas de acetil-CoA, que pode seguir pelo ciclo dos acidos tricarboxilicos (DOI et al.,
1990; SENIOR; DAWES, 1973).

Os primeiros trabalhos sobre a despolimerizacdo de PHA datam da década de 60 no
laboratdrio do Dr. Merrick, empregando granulos isolados de Bacillus megaterium contendo
P3HB. Os granulos apresentaram baixa atividade de auto-hidrélise, mas foram rapidamente
hidrolisados quando tratados com extratos de Rhodospirillum rubrum, gerando monémeros de
3HB e oligdbmeros. Curiosamente, este extrato de R. rubrum continha dois componentes
solveis necessarios para a hidrolise, sendo uma despolimerase termolabil e um ativador
termoestavel. Sob certas condi¢des, o ativador pode ser substituido por tripsina, o que indica
tratar-se de uma protease. SupBe-se que o ativador, de alguma forma, interaja com a superficie
do grénulo, deixando o polimero acessivel para a despolimerase (MERRICK; DOUDOROFF,
1964; MERRICK; LUNDGREN; PFISTER, 1965).
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Figura 2.4 - Via metabdlica de sintese e degradacdo de P3HB em R. eutropha (Adaptado de
SHIRAKI; ENDO; SAITO, 2006).

Em R. eutropha, a primeira P3HB despolimerase intracelular foi descrita no inicio da
década de 2000 e denominada PhaZ (atualmente PhaZal). Sua caracterizacdo se deu quando o
grupo de Saito identificou um gene codificador de uma enzima capaz de degradar granulos
artificiais do polimero. Na anélise da sequéncia de PhaZal, notou-se que esta ndo possui uma
sequéncia de lipase box (GxSxG), comum as demais despolimerases descritas. O mesmo
trabalho avaliou ainda mobilizacdo de um mutante de R. eutropha que teve o gene phazZal
interrompido, e foi possivel notar que a taxa de mobilizacdo caiu, sugerindo sua acdo como i-
P3HB despolimerase (SAEGUSA, et al., 2001).

Em 2003, com base na similaridade das sequéncias, foram identificadas duas novas
enzimas possivelmente envolvidas no processo de mobilizagdo em R. eutropha (PhaZa2 e
PhazZa3). Foram obtidos e avaliados mutantes (AphaZal, AphaZa2, AphaZa3,
AphaZalAphaZa2, AphaZalAphaZa3, AphaZa2AphaZa3, AphaZalAphaZa2AphaZa3), e
observou-se que o papel de PhaZal na mobilizacdo de P3HB é mais expressivo que as demais
possiveis despolimerases (KOBAYASHI et al., 2003; YORK et al., 2003).

Diversos autores estudaram o papel do produto de phaZal de R. eutropha na

mobilizagdo de P3HB, quando expresso em linhagens recombinantes de E. coli com



25

concomitante expressdo do operon de sintese (phaCAB), ou seja, capazes de produzir o
polimero, porém sua acao nestes recombinantes ainda ndo esta totalmente esclarecida (LEE;
LEE, 2003; UCHINO; SAITO; JENDROSSEK, 2008; WANG et al., 2009).

Atualmente, pelo menos nove genes foram anotados como relacionados a mobilizacéo
de P3HB em R. eutropha, sendo que 7 codificariam P3HB despolimerases intracelulares
(phazal a phaza5, bem como phazdl e phaZd2) e 2 oligdbmero hidrolases (phaY1 e phaY2)
(ABE; KOBAYASHI; SAITO, 2005; BRIGHAM et al., 2012; HANDRICK; REINHARDT;
JENDROSSEK, 2000; JENDROSSEK, 2009; KOBAYASHI et al., 2003; KOBAYASHI et
al., 2005; KOBAYASHI; SAITO, 2003; POHLMANN et al., 2006; SAEGUSA et al., 2001,
YORK et al., 2003).

Um estudo demonstrou que os produtos dos genes phaZal, phaZa2 e phaZa3 de R.
eutropha apresentam atividade de mobilizacdo de P3HB quando expressos em mutantes de
Burkholderia sacchari afetados na mobilizacdo do polimero. Entre estes, o produto de phazZal
foi o que apresentou resultado mais efetivo na mobilizacdo. A anélise comparativa entre 0s
genomas de R. eutropha com os genomas do género Burkholderia foram encontrados genes
ortdlogos a phazZal, phazdl, phaYl e phaY2 em todas as espécies avaliadas. Algumas
espécies apresentam genes ortélogos a phaZa2 e phazd2. Foram identificados ainda genes,
denominados phaZa6 e phazdlb, que ndo apresentam ortélogos em R. eutropha
(CASTELLANOS, 2010). O mesmo trabalho obteve dois mutantes de B. sacchari por
transposon mini-Tn5 (NAMO03 e NAMO04) afetados na mobilizacao. Foi identificado que estes
mutantes tiveram os genes phaZal e lonA, respectivamente, interrompidos pelo transposon. A
acdo do produto de lonA, anotado como LonA protease ATP dependente, ainda ndo esta bem
esclarecida. Neste trabalho, os mutantes NAMO03 (AphaZal) e NAMO04 (AlonA) foram
denominados LFM587 e LFM588, respectivamente.

Mais recentemente, foi abordada interacdo entre os produtos de phaZal, phaZa2,
phaZza3 e phaza5 em R. eutropha, através de mutantes combinados destes genes. Os
resultados deste estudo sugerem que, além do ja relatado envolvimento de PhaZal na
mobilizacdo de P3HB, PhazZa2 também desempenhem papel neste processo, provavelmente
remodelando o grénulo para a degradacdo (BRIGHAM et al., 2012).

Na dltima década diversos trabalhos apontaram para genes ortologos relacionados a
mobilizacdo de PHA em diferentes espécies bacterianas, incluindo aqueles que codificam i-
PHAwmcL despolimerases, como B. sacchari (CASTELLANQOS, 2010), Rhodospirillum
rubrum (HANDRICK et al., 2004, SZNAJDER; JENDROSSEK, 2011), Pseudomonas putida
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(EUGENIO et al., 2007; PRIETO et al., 2010; REN et al., 2010), Paucimonas lemoignei
(JENDROSSEK et al., 2013), Azotobacter vinelandii (ADAYA et al., 2013).

Além das PHA despolimerase intracelulares, algumas oligbmero hidrolases ja foram
associadas a esse processo (DOI et al., 1990; KOBAYASHI et al., 2003; 2005; SENIOR;
DAWES, 1973; SUGIYAMA et al., 2004; UEDA et al., 2002).

O mecanismo bioquimico pelo qual os PHA sdo mobilizados é pouco compreendido,
pois mesmo que a literatura relate diversas i-PHA despolimerases putativas, os pesquisadores
ainda enfrentam muitas limitacdes técnicas para avalid-las (JENDROSSEK; HANDRICK,
2002; UCHINO; SAITO; JENDROSSEK, 2008). O estudo da mobilizagcdo de PHA se faz
relevante, uma vez que esse processo pode interferir na eficiéncia de acimulo do polimero ou
na massa molecular deste. Outro aspecto importante é que a mobilizacdo de PHA pode ser
empregada para a obtencdo de mondmeros do polimero, que podem ser utilizados como
compostos quiralicos para biossintese de compostos bioativos (LEE; LEE, 2003; LEE; LEE;
WANG 1999; PRIETO et al., 2010).

2.5 LonA protease ATP dependente

As proteases do tipo Lon consistem em uma familia de proteases ATP dependentes
conservadas em procariotos e em organelas eucarioticas (ROTANOVA et al., 2006).
Proteinas Lon, como outras proteases ATP dependentes (FTSH proteases, CIpAP, ClpXP,
HsIVU, proteassoma 26 S), pertencem a superfamilia das proteinas AAA+ (ATPases
Associadas a diversas Atividades celulares) (IYER et al., 2004; MAURIZI; LI, 2001;
NEUWALD et al., 1999). Membros desta familia compartilham um dominio ATPase
altamente conservado (SNIDER; THIBAULT; HOURY, 2008; STRIEBEL; KRESS;
WEBER-BAN, 2009). Com isso, estas proteinas sdo capazes de realizar uma ampla gama de
funcbes celulares. A versatilidade das AAA+ proteases muitas vezes € definida pelos
parceiros funcionais com o0s quais se associam, a saber: desdobramento de proteinas,
protedlise, fusdo de membrana, translocacdo de proteinas e organelas, desenrolamento de
DNA e RNA, montagem e desmontagem de complexos multiproteicos, para citar 0s mais
conhecidos (ROTANOVA et al., 2006).

A protease Lon de E. coli foi a primeira a ser identificada, e denominada protease La
(CHUNG; GOLDBERG, 1981; SWAMY,; GOLDBERG, 1981). A clonagem e caracterizacdo
de seu gene se deram anos depois (AMERIK et al., 1988; 1990). Atualmente, 0 gene que
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codifica a protease Lon de E. coli é anotado com diversos nomes, como: lonA, lon, capR, deg,
dir, ECK0433, JW0429, lopA, muc (GenBanK).

Foi reportado que as Lon proteases possuem um dominio ATPase central e um
dominio proteolitico C-terminal. A familia Lon é dividida em duas subfamilias, LonA e
LonB, que se caracterizam por diferencas no nimero de dominios e nas caracteristicas destes
(Figura 2.5) (AMERIK et al., 1990; ROTANOVA; MELNIKQOV; TSIRULNIKOV, 2003;
ROTANOVA et al.,, 2004; 2006). Em adicdo ao dominio catalitico, a subfamilia LonA,
encontrada em bactérias e eucariotos, apresenta um grande dominio N-terminal, o qual
acredita-se estar envolvido no reconhecimento do substrato (MELNIKOV et al., 2008). Ja a
subfamilia LonB, caracteristica de arqueas, além de ndo apresentar o referido dominio N-
terminal, possui um dominio transmembranico inserido na regido ATPase que ancora
proteinas no lado citoplasmatico da membrana (ROBERTSON et al., 2000; ROTANOVA et
al., 2006).

M(’)dquAAA+
1 119 309 B s1 491 3.2 585
Dominio N-terminal DominioP
Modulo AAA+
1 A DominiocTM B g4 208 s2 417 s K 621
DominioP

Figura 2.5 — Esquema de membros tipicos das subfamilias LonA e LonB, representado por Lon
proteases de Escherichia coli e Archaroglobus fulgidus, respectivamente. Dominio TM - Dominio
Transmembranico; Dominio P — Dominio Proteolitico (Adaptado de ROTANOVA et al., 2006).

Embora as proteinas do tipo Lon tenham sido as primeiras proteases ATP dependente
a serem estudadas, o conhecimento atual de sua estrutura, bioquimica e mecanismos de ago
estdo aquém, quando comparado a outras enzimas similares (ROTANOVA et al., 2006). E
sabido que entre as diversas funcOes, estas proteases sdo enzimas chaves responsaveis pela
protedlise seletiva intracelular, que controla a qualidade da proteina e mantém a homeostase
celular (GOLDBERG, 1992; WICKNER; MAURIZI; GOTTESMAN, 1999).

Desde que a protease LonA foi identificada, busca-se caracterizar sua atividade. A
obtengdo de mutantes no gene lonA de E. coli K12 resultou em uma variedade de fenotipos,
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incluindo superexpressdo da capsula polissacaridica, aumento da sensibilidade a UV e
radiacdo i0nica e defeito na divisdo celular (CHARETTE; HENDERSON; MARKOVITZ,
1981).

O produto do gene lonA teve seu papel relacionado a diversos processos nos diferentes
organismos, como divisdo celular , biossintese flagelar, sintese da capsula, tolerancia a acidez,
mobilidade, formacéo de biofilme, regulacdo da resposta SOS no reparo de DNA, viruléncia,
adaptacdo a escassez nutricional, regulacdo do sistema Quorum Sensing, entre outras
(BREIDENSTEIN; BAINS; HANCOCK, 2012; MELDEREN; AERTSEN, 2009;
ROTANOVA et al., 2006).

Umas das atuacGes de LonA mais estudada é regulacdo da resposta SOS, e
provavelmente a melhor explicacdo para o controle de LonA sobre esse sistema, compreende
a degradacédo de SulA. O gene sulA ¢ induzido diretamente por danos causados no DNA. Por
se ligar a proteina de divisao celular FtsZ, SulA impede a formacao do septo celular e atrasa a
divisdo celular, de modo que a célula tenha tempo habil para reparar o DNA danificado.
Quando o DNA é reparado, SulA é degradado por LonA, a divisdo celular é retomada e a
expressao de sulA é desligada. Devido aos varios impactos de SulA na divisdo celular, outras
proteases ATP dependentes podem degradar esta proteina, quando LonA esta ausente. No
entanto, LonA continua sendo a principal protease de SulA (MELDEREN; AERTSEN, 2009;
MIZUSAWA; GOTTESMAN, 1983; WU; ZHOU; GOTTESMAN, 1999).

Outra atividade atribuida a LonA, juntamente com outras protease ATP dependente, é
a de degradar a proteina FIhDC, que regula positivamente a expressdo dos genes responsaveis
pela regulacédo flagelar em Salmonella typhimurium e Proteus mirabilis, e acredita-se que E.
coli deva ter um mecanismo similar a este. Assim, a protedlise ATP-dependente controla a
sintese flagelar desligando a expressdo dos genes envolvidos nesse processo (CLARET;
HUGHES, 2000; TOMOYASU et al., 2003). A protedlise dependente de LonA também esta
envolvida no controle de outros mecanismos de mobilidade como o mecanismo de enxame
(pulular) e o rastejamento atraves do pili IV em Pseudomonas aeruginosa, uma vez que
mutante AlonA desta espécie apresentou deficiéncia nesses mecanismos e na formacéo de
biofilme (MARR et al., 2007).

Mutag6es no gene lonA também pode conferir uma reducéo significativa no fenotipo
de patogenicidade e/ou viruléncia, em varias espécies de bactérias Gram-negativas, como
Salmonella enterica (TAKAYA et al., 2003), Brucella abortus (ROBERTSON et al., 2000),
Campylobacter jeujeni (COHN et al., 2007), Agrobacterium tumefaciens (SU et al., 2006),
Pseudomonas syringae (LAN et al., 2007) e P. aeruginosa (BREIDENSTEIN et al., 2012 b).
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Estes patdgenos, muitas vezes utilizam sistema de secrecdo tipo Il para infectar as células
eucarioticas. A expressdo do sistema de secrecao tipo Il é regulada por LonA, que modula a
quantidade de reguladores transcricionais chave para a expressdo dos genes envolvidos neste
sistema (MELDEREN; AERTSEN, 2009).

Foi demonstrado ainda, que em condi¢fes de escassez de aminoacidos uma gama de
proteinas ribossomais livres sdo degradas por LonA, na presenca de polifosfato (polyP) em E.
coli. O polyP forma um complexo com LonA e proteinas ribossomais especificas, que serdo
degradas resultando em aminoacidos livres. Estes aminoacidos serdo, por sua vez, utilizados
na sintese de enzimas biossintéticas, permitindo que a célula se adapte as condi¢des de
escassez de nutrientes (KURODA et al., 2001).

Heuveling e colaboradores (2008) demonstraram que 0s genes chave para resisténcia a
acidez em E. coli (gadE, gadA e gadBC) também sdo regulados em mutantes AlonA, e
consideraram que LonA possa controlar a quantidade do repressor secundario destes genes.

Recentemente, um trabalho com Burkholderia cenocepacia indicou a importancia de
LonA na sintese de N-acil-homoserinalactonas (AHL), moléculas sinais para a regulacdo do
sistema Quorum Sensing (QS). Acredita-se que LonA possa degradar as proteinas repressoras
da expressdo de genes, cujos produtos estdo envolvidos na sintese de AHL (CepR e CicR),
uma vez que a sintese de AHL diminuiu drasticamente em cepas com o gene lonA mutado
(VESELOVA et al., 2012).

Apesar do fato da atividade de LonA estar relacionada a diversos processos, esta
protease parece nao ser essencial em condi¢des normais de crescimento, pois mutantes de E.
coli K12 no gene lonA se mostraram viaveis, embora tenham sido mais sensiveis a agente que
danificam DNA e acumularem uma maior quantidade de proteinas anormais (GOTTESMAN,
2003; MELDEREN; AERTSEN, 2009).

Foi demonstrado, que o gene lonA pode ser induzido em condicdes de estresses como
desequilibrio de sais, presenca de etanol, estresses oxidativo, choque térmico, acidez e
escassez de nutrientes (JIAHN et al., 2012; MELDEREN; AERTSEN, 2009; RIETHDORF et
al., 1994), entretanto ainda ndo se determinou o seu papel preciso no gerenciamento de
estresses.

Recentemente, Jiahn e colaboradores (2012) salientaram a existéncia de um novo tipo
de protease similar a Lon (LonC), que pode estar envolvida na reparacdo de danos excessivos
ou desdobramento de proteinas durante condi¢cGes de estresse, porém sem consumo de

energia.
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N&o ha trabalhos, até 0 momento, que relatem o envolvimento do produto de lonA nos
processos de sintese e mobilizacdo de PHA. Pfeiffer e colaboradores (2011) utilizaram uma
abordagem de duplo-hibrido para identificar proteinas associadas aos granulos de P3HB de R.
eutropha. O sistema de duplo-hibrido representa uma importante abordagem para analisar
interacOes entre macromoléculas in vivo e selecionar polipeptideos que se ligam a uma dada
proteina, que serve de isca para as demais. Neste trabalho, foi identificada uma proteina
multifuncional, PhaM, capaz de interagir fortemente com a P3HB sintase (PhaC) e com a
phasina (proteina associada ao granulo de P3HB que possui putativa funcédo estrutural) PhaP5.
Contudo, nédo foi observado qualquer envolvimento do produto do gene lonA, identificado por
sua inativacdo na mutagénese de B. sacchari (CASTELLANOS, 2010).

Foi proposto entdo que LonA poderia agir de duas formas no processo de degradacédo
do polimero. Uma das hipoteses consiste em lonA codificar uma proteina ativadora da
hidrélise do polimero pelas PHA despolimerases intracelulares. Esta hipotese se sustenta por
ter sido observado em Rhodospirillum rubrum, uma mobilizagcdo de P3HB mais eficiente
qguando os granulos eram previamente tratados com tripsina, sugerindo a existéncia de uma
proteina ativadora de hidrdlise do polimero neste organismo (HANDRICK et al., 2004).
Entretanto até 0 momento ndo ha relatos deste perfil em R. eutropha ou Burkholderia spp. A
segunda teoria, por sua vez, propde que o produto de lonA seja uma PHA despolimerase ndo
descrita anteriormente, uma vez que LonA apresenta uma lipase box, sequéncia caracteristica
na composi¢ao do sitio catalitico de algumas PHA despolimerases (CASTELLANOQOS, 2010).

2.6 Linhagens de Escherichia coli recombinantes para sintese e mobilizacao de P3HB

A bactéria Escherichia coli, € um dos sistemas mais comumente utilizados nos trabalhos
de engenharia genética, incluindo a producdo de proteinas recombinantes heterélogas,
resultando em um importante organismo no desenvolvimento de produtos bioldgicos e
bioquimicos em larga escala (VICKERS; KLEIN-MARCUSCHAMES; KROEMER, 2012).
Isto se deve ao fato dessas bactérias serem de facil manipulacdo, crescerem rapidamente,
exigirem meios relativamente simples, além de serem genética e bioquimicamente bem
conhecidas. Atualmente, existe um grande nimero de ferramentas que abrangem sistemas de
clonagem e expressédo de genes em E. coli, bem como diversas linhagens com caracteristicas
peculiares que permitem a implantacdo de tecnologias, criando produtos recombinantes
(CHEN; COOTE; HISCOX, 2003; HUANG; LIN; YANG, 2012; LUGOVSKAYA et al.,
2006; WOO et al., 2005).
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Embora E. coli ndo seja capaz de sintetizar PHA naturalmente, suas linhagens
recombinantes sdo fortes candidatas para a producgdo industrial destes polimeros, uma vez que
apresentam varias vantagens sobre outros micro-organismos, como a utilizacdo de uma
grande variedade de fontes de carbono, fragilidade das células para extracdo do polimero,
répido crescimento, além da auséncia de despolimerases intracelulares permitindo acumular
teores mais altos de polimero (BOCANEGRA-RODRIGUEZ, 2012; CHEN et al., 2011; LEE,
1996; LI; ZHANG; Ql, 2007).

Diversos trabalhos desenvolveram linhagens recombinantes de E. coli capazes de
produzir PHA. Os primeiros estudos datam a década de 1980, quando o operon de sintese de
R. eutropha, phaCAB, foi clonado e expresso nesta bactéria (PEOPLES; SINSKEY, 1989;
SCHUBERT; STEINBUCHEL; SCHLEGEL, 1988). Isso impulsionou o desenvolvimento de
inimeras pesquisas que, até os dias atuais, visam melhorias na producdo destes biopolimeros
a partir de linhagens de E. coli recombinantes (BOCANEGRA-RODRIGUEZ, 2012). Outros
organismos, incluindo produtores de PHAwmcL, tiveram seus genes de biossintese clonados e
expressos em E. coli, como Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes latus, Thiocapsa pfennigii,
Azotobacter sp. e Streptomyces aureofaciens (CHOI; LEE; HAN, 1998; LANGENBACH;
REHM; STEINBUCHEL, 1997; LIU; STEINBUCHEL, 2000; MAHISHI; TRIPATHI;
RAWAL, 2003).

Além de abrigar genes de sintese de PHA, alguns autores vislumbraram na bactéria
Escherichia coli um sistema adequado para estudar também os genes que tenham seus
produtos supostamente envolvidos no processo de mobilizacdo destes biopolimeros, uma vez
que esse micro-organismo é desprovido de sistemas naturais especificos para realizarem este
processo (UCHINO; SAITO; JENDROSSEK, 2008; WANG et al., 2009).
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3 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar o processo de mobilizacdo de P3HB, através
de mutante de B. sacchari e de linhagens recombinantes de E. coli abrigando tanto os genes
de acumulo de P3HB como 0s genes supostamente envolvidos na mobilizagdo desse

polimero.

3.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a cinética de mobilizacdo dos mutantes de B. sacchari LFM587 e LFM588,
que possuem os genes phaZal e lonA, respectivamente, interrompidos pelo transposon
mini-Tnb;

e Busca de genes ort6logos ao gene lonA em Burkholderiaceae;

e Avaliar a cinética de mobilizacdo dos mutantes de B. sacchari LFM587 e LFM588,
apos teste de complementacéo heterdloga, como genes phaZal e lonA de R. eutropha;

e Auvaliar a cinética de mobilizagdo de P3HB em E. coli recombinante abrigando o
operon de sintese, phaCAB, e 0 gene phaZal,

e Auvaliar a cinética de mobilizacdo de P3HB em E. coli recombinante abrigando o
operon de sintese, phaCAB, e 0 gene lonA;

e Auvaliar a cinética de mobilizacdo de P3HB em E. coli recombinante abrigando o

operon de sintese, phaCAB, e 0s genes phaZal e lonA simultaneamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens e Plasmideos

As linhagens de B. sacchari, E. coli, R. eutropha e os plasmideos utilizados no

presente trabalho estdo listados nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente.

Tabela 4.1 - Linhagens de bactérias utilizadas.

Linhagem Gendtipo e fenétipo Referéncia

B. sacchari

LFM101 Sac*, P3HB*, KanS, AmpS, GmS, linhagem isolada de solo de Gomez, 1994
canavial

LFM344 Sac*, P3HB", Kans, Amp®, GmS, mutante obtido por radiacdo UV Filipov, 2000

LFM403 Sac*, P3HB*, Kan®, AmpS, GmS, mutante obtido por radiagdo UV  Filipov, 2000
deficiente na mobilizagéo de P3HB

LFM587 Sac*, P3HB*, KanR, AmpS, GmS®, mutante mini-Tn5, deficiente na Castellanos, 2010
mobilizacéo de P3HB, afetado no gene phaZal

LFM588 Sac*, P3HB*, KanR, AmpS, GmS, mutante mini-Tn5, deficiente na Castellanos, 2010
mobilizacdo de P3HB, afetado no gene lonA

LFM1126 GmR, mutante LFM587 abrigando pBBR1MCS-5::phaZal de R. Este trabalho
eutropha

LFM1127 GmR, mutante LFM587 abrigando pBBR1MCS-5:lonA de R. Este trabalho
eutropha

LFM1128 GmR, mutante LFM588 abrigando pBBR1MCS-5::lonA de R. Este trabalho
eutropha

LFM1129 GmR, mutante LFM588 abrigando pBBR1MCS-5::phaZal de R. Este trabalho
eutropha

E. coli

XL1-Blue PHA", lac’, TcR, KanS, AmpS, GmS, lacl¢ Bullock et al., 1987

LFM280 P3HB*, AmpR, XL1-Blue abrigando pSK::phaCAB de R. eutropha  Bocanegra-

Rodriguez, 2012

LFM1133 GmR, LFM280 abrigando pBBR1MCS-5::lonA de R. eutropha Este trabalho

LFM1134 KanR, LFM280 abrigando pBBR1MCS-2::phazZal de R. eutropha Este trabalho

LFM1135 Kank, GmR LFM280 abrigando pBBR1MCS-2::phaZal e Este trabalho
pBBR1MCS-5::lonA de R. eutropha

LFM1136 GmR, LFM280 abrigando pBBR1MCS-5::lonA+phaZal de R. Este trabalho
eutropha

R. eutropha H16  Linhagem selvagem produtora de PHAscL Schlegel et al., 1961

LFM — Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos do ICB-USP; sac* - crescimento em sacarose; PHA™ — sem acimulo
de PHA; P3HB* - acimulo de P3HB; Kan® — sensivel a canamicina; Amp® — sensivel a ampicilina; Gm® — sensivel a
gentamicina; P3HB- - sem aclimulo de P3HB; KanR — resistente a canamicina; TcR — resistente & tetraciclina, GmR - resistente
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a gentamicina; AmpR — resistente a ampicilina; lacl® — superexpressdo do do repressor lacl; lac” — delegdo parcial do gene

lacZ.

Tabela 4.2 — Plasmideos utilizados.

Plasmideos Descricdo Referéncia
pBluescript 11 SK(-) AmpR | lacPOZ’, MCS Strategene
pSK::phaCAB pBluescript 11 SK(-) abrigando o operon phaCAB de R. Bocanegra-
eutropha. Rodriguez, 2012
pBBR1MCS-2 Vetor de amplo espectro de hospedeiro, lacPOZ’, Kovach et al,

pBBR1MCS-2::phazal

pBBR1MCS-5

pBBR1MCS-5::phazal

pBBR1MCS-5::lonA

pBBR1MCS-5::lonA+phaZal

KanR, MCS, Mob

pBBR1MCS-2 abrigando fragmento de DNA de 1,9Kb
contendo o gene phaZal de R. eutropha

Vetor de amplo espectro de hospedeiro, lacPOZ’, GmR,
MCS, Mob

pBBR1MCS-5 abrigando fragmento de DNA de 1,9
Kb contendo o gene phaZal de R. eutropha

pBBR1MCS-5 abrigando fragmento de DNA de 2,7
Kb contendo o gene lonA de R. eutropha

pBBR1MCS-5 abrigando  simultaneamente  0s
fragmentos de DNA de 2,7 Kb contendo o gene lonA, e
de 1,9 Kb contendo o gene phaZal de R. eutropha

1995
Castellanos, 2010

Kovach et al.,,
1995
Castellanos, 2010

Este trabalho

Este trabalho

lacPOZ’ — abrigando promotor lac (lacP), operador lac (lacO) e peptideo o da p-galactosidase (lacZ’); MCS — sitio multiplo
de clonagem; Mob — capaz de ser mobilizado.

4.2 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados foram desenhados de modo a amplificar o gene de

interesse, bem como uma regido anterior a este, abrangendo uma possivel sequéncia

promotora deste gene (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Sequéncia de oligonucleotideos utilizados.

Nome Sequéncia Finalidade

Phazal 5’-TGCGCAACGAGCATGGCATCTACG-3’ Amplificagdo de phaZal de R.
eutropha

5’-TGTTCCGCGACGATATCGACGTGC-3’ Amplificagdo de phazal de R.
eutropha

LonA 5’-CTCGAGTGGACGTCATGTACGACCTGC-3’ Amplificagdo de IlonA de R.
eutropha

5’- GTCGACTCAGTGATGCAGACGCTCAAC-3 Amplificacdo

eutropha

de lonA de R.

4.3 Condicdes de crescimento e meios de cultura
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As linhagens de B. sacchari e seus mutantes avaliados neste trabalho foram cultivados
a 30 °C em Caldo Nutriente (CN) ou Meio Mineral (MM) (RAMSAY et al., 1990) contendo
ou ndo sacarose como fonte de carbono. As linhagens de E. coli, por sua vez, foram
inoculadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) ou Meio
Mineral (RAMSAY et al., 1990) contendo ou ndo glicose como fonte de carbono. Quando
necessario, os meios foram suplementados com antibidticos ampicilina (100 pg/mL),

canamicina (50 pg/mL) ou gentamicina (15 pg/mL) e com tiamina (10 pug/mL).

4.4 Composicdo dos meios de cultura

4.4.1 Caldo Nutriente (CN) ou Agar Nutriente (AN)

Peptona 59/L
Extrato de carne 30/L
Agar (apenas para meio solido) 20 g/L

4.4.2 Luria-Bertani (LB)

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 50/L
NaCl 50/L
Agar (apenas para meio solido) 20 g/L

4.4.3 Meio Mineral (MM)

NazHPO;4 3,5g/L
KH2PO4 1,59/L
(NH4)2SO4 1,0 g/L
MgSQO4.7H20 sol 20% (m/v) 1 mL/L
CaCl2.2H20 sol 1% (m/v) 1 mL/L
Citrato Férrico Amoniacal sol 6% (m/v) 1 mL/L
Solucédo de Elementos Tragos* 1 mL/L

Agar (apenas para meio solido) 20 g/L
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*Solucdo de Elementos Tragos

H3BO3 0,30 g/L
CoCl2.6H.0 0,20 g/L
ZnS04.4H20 0,10 g/L
MnCl2.4H20 0,03 g/L
NaMo04.2H20 0,03 g/L
NiCl,.6H.0 0,02 g/L
CuS04.5H0 0,01 g/L

De acordo com a necessidade, os meios minerais solidos e liquidos foram
modificados, adicionando diferentes concentracdes de fontes de carbono e sulfato de amonio
(Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Modificagbes do Meio Mineral

Meio de Cultura Fonte de Carbono Sulfato de Aménio Finalidade
(sacarose ou glicose)
MM15/1 15 g/L 1g/L AcUmulo de P3HB
MMO/3 e 3g/L Mobilizacdo de P3HB
MM5/0,5 59/l 0,5g/L Acumulo e Mobilizacéo

4.5 Manipulacdo de DNA
4.5.1 Extragé@o de DNA genomico e plasmidial

Para a extracio de DNA gendmico foi utilizado o kit DNeasy® Blood & Tissue
(QiaGEM, Séo Paulo, SP, Brasil), seguindo as instrugdes do fabricante. A extracdo de DNA
plasmidial, foi realizada com o kit Qiaprep® Spin Miniprep (QuiaGEM), conforme as

instrucdes do fabricante.

4.5.2 Digestdo de DNA gendmico e plasmidial
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Os DNAs plasmidiais previamente extraidos foram digeridos com enzimas de restrigao
do tipo FastDigest® (Fermentas Life Sciences, Sdo Paulo, SP, Brasil), com volume final de 10
pL ou 20 pL. As reacdes de digestdo ocorreram de acordo com as orientacdes do fabricante,

seguindo as concentracdes, temperatura e tempo de incubacao, especificos de cada enzima.

4.5.3 Ligacédo do DNA

As ligacOes dos diferentes fragmentos de DNA ocorreram com 0 uso da enzima T4
DNA Ligase (Fermentas Life Sciences), em volume final de 10 pL ou 20 pL, com incubacéo a

22° C, seguindo concentracao e tempo de incubacéo indicados pelo fabricante.

4.5.4 Eletroforese em gel de agarose

As extracOes, digestdes, ligacdes e produtos de PCR (Polymerase Chain Reaction),
realizados a partir de DNA gendémico e plasmidial, foram analisados por eletroforese em gel
de agarose (0,8%) com tampao de corrida TAE 1X (Tris-base — 242 g/L, EDTA 0,5 M — 100
mL, cido acético glacial — 57,1 g/L). As corridas foram realizadas a 70 V, 70 mA, 70 W, por
60 minutos.

Os fragmentos foram observados com coloragdo do gel por SYBR® Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen, S@o Paulo, SP, Brasil) e visualizacdo sob luz UV (253nm) em

transiluminador (UVP®).

4.5.5 Insercdo de DNA em bactérias por transformacéo

4.5.5.1 Choque térmico

Células de E. coli XL1-Blue foram inoculadas em 25 mL de meio LB liquido
contendo MgCl> (10 mM) e MgSQO4 (10 mM) e incubadas em agitador rotativo a 37 °C até
atingir densidade otica (D.O.es0nm) de 0,3 — 0,5 unidade de absorbancia. Apds a incubacéo, 8
mL da cultura foram centrifugadas (15 min, 4.200 g, 4 °C). As células obtidas foram
ressuspensas com 4 mL de tampdo de transformacdo, mantidas 15 minutos em gelo e
novamente centrifugadas, sob as mesmas condic¢des descritas anteriormente.

Para a obtencdo de células competentes, a massa celular obtida ap6s a centrifugagéo

foi novamente ressuspensa em 1,0 mL de tampé&o de transformacao, divididas em aliquotas de
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200 pL. Para cada aliquota de células competentes adicionou-se 5 L da ligacdo de DNA de
interesse. A mistura foi entdo incubada em banho de gelo por 30 minutos e submetida a
choque térmico por 120 segundos a 42 °C, e imediatamente resfriadas em gelo. Adicionou-se
0,6 mL de meio LB as células, que foram entéo incubadas por 1 hora a 37 °C.

Para a selecdo dos clones transformantes, o cultivo foi incubado em meio LB sélido
contendo o antibidtico adequado, 20 pL de solucdo de IPTG — isopropil-tio-p-D-galactosideo
(0,1 M) e 50 pL de solucdo de X-Gal — 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo (20
mg/mL), a 37 °C, por 24 horas.

Tampado de transformagao

Tris/HCI 10mM —pH 8,0
CaCl» 50 mM
MgCl. 10 mM
MgSO. 10 mM
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
4.5.5.2 Choque elétrico

Células eletrocompetentes da linhagem E. coli XL1-Blue e B. sacchari foram
preparadas conforme descrito por Ausubel et al. (1992). Uma colbnia da bactéria foi
inoculada em meio LB liquido durante 16 horas a 37 °C ou 30 °C em agitador rotativo. Apos
a incubacdo, a densidade ética (D.O.s10nm) foi determinada e um volume adequado de meio
LB foi adicionado ao cultivo, de modo a se obter D.O.e10nm inicial de 0,1 unidades de
absorbancia e 500 mL de cultura final. O cultivo foi entdo incubado a 37 °C em agitador
rotativo e medic6es de D.O. foram realizadas, até atingir D.O.s10nm = 0,5 — 0,6.

Atingida a densidade celular adequada, a cultura foi transferida para tubos de
centrifuga pre-resfriados, mantida em banho de gelo (15 min), e centrifugadas (15 min,
10.600 g, 4 °C). Desprezando o sobrenadante, as células foram ressuspensas em 100 mL de
agua milli-Q estéril e gelada, e centrifugadas nas mesmas condigdes descritas anteriormente.
Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram novamente
ressuspensas em 50 mL de agua milli-Q esteril e gelada, e centrifugadas. O sobrenadante foi
mais uma vez desprezado e as células foram agora ressuspendidas em 25 mL de glicerol 10%
gelado, e centrifugadas. Por fim, as células obtidas foram ressuspendidas em 1,0 mL de

glicerol 10% gelado, distribuidas em aliquotas de 40 L e conservadas em freezer -80 °C.
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Para transformacdo das células eletrocompetentes com os plasmideos de interesse,
foram adicionadas as aliquotas 2 pL da ligacdo de DNA. A mistura foi entéo transferida para
cubetas de eletroporacdo de 0,2 cm, previamente resfriadas. As células foram eletroporadas a
pulsos de 2500 V, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q. Adicionou-se 1,0 mL de
meio LB as células, que foram incubadas a 37 °C ou 30 °C, por 1 hora. Posteriormente, as
células foram semeadas em meio LB sélido contendo o antibiético adequado e incubadas a 37
°C ou 30 °C, por 24 horas ou 48 horas. Para as linhagens de E. coli XL1-Blue foi adicionado
ainda 20 pL de solucdo de IPTG (0,1 M) e 50 pL de solucdo de X-Gal (20 mg/mL),

permitindo diferenciar col6nias brancas (contendo inserto) e azuis (sem inserto).

4.6 Amplificacdo do fragmento de DNA por PCR

4.6.1 Gene lonA

O gene lonA foi obtido por amplificacdo a partir do DNA gendmico de R. eutropha
H16, utilizando a técnica de PCR, com o auxilio de iniciadores de oligonucleotideos descritos
na Tabela 4.3. A amplificagdo foi realizada com Termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil). Para verificar a eficacia dos iniciadores e detectar a
presenca do gene de interesse, foi utilizado o kit GoTag Master Mix (Promega, Séo Paulo, SP,

Brasil) e a reacdo foi realizada nas seguintes condicdes:

Agua Livre de Nuclease 0,25 pL
D.M.S.O. (dimetil sulféxido) 0,25 pL
Kit PCR Master Mix (Promega) 3,0 uL
Iniciador LonA forward (0,1-1,0 uM) 0,5 uL
Iniciador LonA reverse (0,1-1,0 uM) 0,5 puL
DNA molde (0,1-1,0 ng/uL) 0,5 puL

Para a clonagem do gene, a amplificacdo do gene se realizou com o uso de DNA
polimerase de alta fidelidade. A enzima utilizada foi Phusion - High Fidelity DNA
Polymerase (Thermo, Sdo Paulo, SP, Brasil), e as condi¢des da reacdo obedeceram as

instrugdes do fabricante, indicado a seguir.
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Agua Livre de Nuclease 22,0 uL
D.M.S.O. (dimetil sulféxido) 1,5uL
5x Phusion HF Buffer 10,0 pL
10mM dNTPs 1,0 uL
Iniciador LonA forward (0,2-1,0 uM) 5,0 pL
Iniciador LonA reverse(0,2-1,0 uM) 5,0 pL
DNA molde (1-5 ng/pL) 5,0 uL
Phusion DNA Polimerase 0,5 uL

As condigdes de amplificacdo do fragmento lonA estdo apresentadas na Tabela 4.5.

4.6.2 Gene phaZal

A amplificagdo do gene phaZal de R. eutropha foi realizada de acordo com as
especificacbes de Castellanos (2010). Foram utilizados iniciadores especificos da Tabela 4.3.
As reacdes se procederam com kit GoTag Master Mix (Promega), seguindo as mesmas
concentracdes descritas anteriormente, e as condi¢des de amplificacdo deste fragmento estdo
apresentadas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Condic6es de amplificagdo dos fragmentos de DNA.

Fragmento DNA Desnaturacdo  N°de Desnaturagéo Anelamento Extenséo
polimerase inicial ciclos
lonA Kit Master Mix 94 °C/2 min 35 94 °C/1 min 65 °C/2,5 min 72 °C/2,5 min
lonA Phusion - High 98 °C/30's 35 98 °C/10s 65 °C/30s 72 °C/2 min
Fidelity
phaZal Kit Méaster Mix 94 °C/2 min 35 94 °C/1 min 60 °C/3 min 72 °C/3 min

4.7 Clonagem do fragmento lonA em vetor de clonagem

O fragmento de lonA amplificado foi purificado a partir de gel de agarose utilizado o
kit QIAquick® Gel Extraction (QiaGEM). O vetor de clonagem pBBR1MCS-5 foi digerido
com a enzima de restricdo Smal, gerando extremidades abruptas, e posteriormente o amplicon
lonA foi ligado a esse vetor. O produto da ligagéo foi transferido para E. coli XL1-Blue
através de transformacédo por choque térmico. As colbnias resistentes a gentamicina e que

apresentavam coloracao branca, na presenca de IPTG e X-Gal, foram selecionadas.
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O DNA plasmidial dos clones selecionados foi extraido, submetidos a PCR, a fim de
confirmar a presenca do gene, digeridos com enzima de restricdo Kpnl e analisados em gel de
agarose, de modo a se saber a orientacdo em que o gene foi inserido no vetor. Apos a selecéo,

0 produto da ligacdo foi submetido a sequenciamento (ANEXO B).

4.8 Clonagem do fragmento lonA e phaZal em vetor de clonagem

O fragmento phaZal foi obtido a partir do plasmideo pBBR1MCS-5::phaZal
(CASTELLANOS, 2010), que foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Sacl. O
plasmideo pPBBR1MCS-5::lonA foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo, obtendo
assim extremidade coesivas. Os produtos da digestdo foram purificados com o kit QIAquick®
Gel Extraction (QiaGEM), e posteriormente submetidos a ligacdo com a enzima T4 DNA
Ligase (Fermentas Life Sciences). A eficacia da ligacdo foi confirmada por reacdes de PCR de
ambos os fragmentos, phaZal e lonA, bem como por sequenciamento (ANEXO B). O produto
da ligacdo, pBBR1MCS-5::lonA+phaZal (ANEXO C), foi transferido para E. coli XL1-Blue
LFM280 através de transformacéo por choque térmico. As col6nias resistentes a gentamicina

e que apresentavam coloracdo branca, na presenca de IPTG e X-Gal, foram selecionadas.

4.9 Obtencao de linhagens recombinantes

4.9.1 B. sacchari

Os plasmideos pPBBR1MCS-5::1onA e pBBR1MCS-5::phazal foram transferido para
0s mutantes LFM587 (Aphazal) e LFM588 (AlonA) por meio de transformacao por choque
elétrico, permitindo a realizacdo de teste de complementacdo heteréloga cruzada destes
mutantes (LFM1126, LFM1127, LFM128, LFM1129). Como controle foram criadas
linhagens abrigando, pelo mesmo procedimento, o vetor pPBRR5MSC-1 sem nenhum inserto,
para as linhagens LFM101, LFM344, LFM587 e LFM588. As coldnias capazes de crescer em

meio contendo gentamicina foram selecionadas e avaliadas.
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4.9.2 E. coli

A partir da linhagem LFM280 (E. coli XL1-Blue que abriga o plasmideo
pKS:phaCAB), foram criados novos recombinantes. A transferéncia de DNA plasmidial
ocorreu por transformacdo com choque térmico e choque elétrico e as linhagens obtidas estdo
descritas na Tabela 4.6. As colbnias de coloracdo branca, capazes de sobreviver em meio
solido contendo os respectivos antibidticos, foram selecionadas e submetidas a reagdes de
PCR para a confirmar a insercdo dos genes de interesse.

Tabela 4.6 — Linhagens recombinantes de E.coli construidas a partir de LFM280 (abrigando
pSK::phaCAB).

Linhagem Abrigando os plasmideos

Bacteriana pBBR1MCS-2::phazal pBBR1MCS-5::1onA pBBR1MCS-5::lonA+phaZal
LFM1133 - + -

LFM1134 + - -

LFM1135 + + -

LFM1136 - - +

Foram construidas também linhagens controles contendo apenas o vetor, sem 0S

respectivos insertos, como demonstrado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Linhagens controle de E. coli construidas a partir de LFM280

Linhagem Abrigando os vetores
Bacteriana
pBBRIMCS-2  pBBRIMCS-5
CABpBBR2 + -
CABpBBR5 - +
CABpBBR2pBBR5 + +

4.10 Avaliagdo qualitativa da mobilizacdo de P3HB em meio mineral solido

As linhagens de B. sacchari obtidas foram dispostas em MMS5/0,5 solido, contendo
sacarose como fonte de carbono, e incubadas a 30 °C por 8 dias, a fim de promover o acimulo
de P3HB e de esgotar a fonte de carbono. Passado esse periodo, adicionou-se 20 pL de uma
solucdo de sulfato de aménio (100 g/L), em pogos perfurados no meio de cultura sélido
(Figura 4.1) e incubou-as a 30 °C por mais 7 dias, nos quais ocorreu a mobilizagcdo do
polimero (Castellanos, 2010).



43

Figura 4.1 - Estratégia de avaliacdo da mobilizagdo em meio mineral solido.

A anélise qualitativa é feita pela opacidade das col6nias ja que, quando ha polimero
acumulado intracelularmente estas se mostram mais opacas, e quando 0 mesmo ndo esta

presente apresentam-se mais transldcidas.
4.11 Avaliacdo quantitativa de mobilizacéo de P3HB

As linhagens cultivadas em AN (B. sacchari) ou LB (E. coli) sélido foram inoculadas
em CN ou LB liquido e incubadas em agitador rotativo a 30 °C (B. sacchari) ou 37 °C (E.
coli) por 24 horas. Apos esse periodo, 10 mL do in6culo foram depositados em MM15/1 (com
sacarose ou glicose como fonte de carbono) e incubados novamente em agitador rotativo a 30
°C por mais 24 horas ou a 37 °C por 48 horas, a fim de promover o acimulo de P3HB. Nos
cultivos de E. coli, o meio foi suplantado ainda com tiamina (10 pL/ mL), durante esta fase de
acumulo. Procedeu-se entdo a separagdo das células com o polimero acumulado por
centrifugacdo (4.200 g, 10 min, 4 °C) e estas foram transferidas para MMO/3, permitindo
agora a mobilizacdo do P3HB acumulado anteriormente. Nestas condigdes, as linhagens
foram mantidas por 72 horas, em agitador rotativo, durante as quais foram retiradas amostras
periddicas, determinando a massa seca celular, o teor de P3HB intracelular, a concentragdo de
3HB excretado no sobrenadante e a viabilidade celular.

A porcentagem de P3HB mobilizado foi calculada segundo a formula abaixo:

0P3HB mobifizado = |1 (Lono@/Lfinal\| o,
rmoprizago = P3HB(g/L)inicial )|
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Sempre que necessario, foram adicionados aos meios os antibidticos de interesse.

4.12 Métodos analiticos

As analises descritas abaixo foram realizadas em triplicata biologica.

4.12.1 Determinacdo de biomassa

A massa seca celular (Xt) foi determinada centrifugando-se 10 mL do cultivo (10.600 g,
10 min, 4 °C). As células foram lavadas com solugdo salina 0,85% (m/v) e liofilizadas. A
massa obtida foi mensurada gravimetricamente. A biomassa residual (Xr) consiste na massa

seca celular desconsiderando a massa do polimero acumulado intracelularmente.

4.12.2 Teor de P3HB e 3HB

Células ou sobrenadantes liofilizados foram submetidos a propandlise (RIIS; MAI,
1988). Entre 10 a 20 mg de células ou 5 mL de sobrenadante liofilizados foram transferidas
para tubos de vidro aos quais foram adicionados 2 mL de solucdo de acido cloridrico e
propanol (1:4 v/v), 2 mL de 1,2-dicloroetano e 100 pL de solucdo de acido benzdico (40 g/L)
em propanol. Os tubos foram hermeticamente fechados, agitados e colocados em banho
guente a 100 °C por 3 horas, com agitacdes intermitentes. Passado este tempo, os tubos foram
resfriados e adicionou-se 4 mL de agua destilada, sendo agitados vigorosamente por 30
segundos. Apds a separacdo das fases, a fase aquosa (superior) foi descartada e fase organica
(inferior) foi utilizada para analise.

Os propil-ésteres obtidos foram analisados por cromatografia gasosa (GOMEZ et al.,
1996) em cromatografo HP7890A Series GC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos da Ameérica), equipado com coluna HP-1 (100 % dimethylolysiloxane,
comprimento 30 m, diametro 320 mm e espessura do filme 0,25 um). A analise foi conduzida
nas seguintes condigdes: gas de arraste - Nitrogénio (0,6 mL/min); temperatura do injetor -
250 °C; temperatura do detector - 300 °C; sistema de detec¢do - ionizacdo de chama (FID);
programa de temperaturas do forno - 100 °C por 3 minutos, elevacdo da temperatura até 180
°C mantida por 5 minutos e, elevacdo da temperatura até 240 °C (6 °C/min), mantida por 1

minuto.
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4.12.3 Viabilidade Celular

Foram realizadas diluicdes decimais da amostra em solucéo fisiologica (NaCl 0,85% -
m/v). Gotas (25 pL) de cada uma das dilui¢gdes foram inoculadas em meio de cultura LB
solido, suplementado com antibi6tico quando necessério, e incubadas a 30°C ou 37 °C por 24
horas. Procedeu-se a contagem das colOnias obtidas a partir de cada gota e os dados foram
tratados de acordo com a férmula a seguir, de modo a estimar o nimero de células viaveis, em

UFC/mL (unidade formadora de coldnia por mililitro).

Viabilidade celular = Nimero médio de coldnias x 40

Diluicao

4.13 Preservacéo de linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas foram preservadas em freezer a -80 °C em glicerol e por
liofizacdo. No primeiro caso, cada uma das cepas foi cultivada em meio LB por 12 horas e,
em seguida, a cultura foi diluida em 500 pL de solucdo aquosa de glicerol a 20%. A
suspensdo de células na solucdo de glicerol foi distribuida em aliquotas de 500 puL em tubos
de microcentrifuga, mantidas em congelador de refrigerador doméstico por 90 minutos e
posteriormente congeladas em freezer a -80 °C.

Para a preservacdo das linhagens bacterianas por liofilizacdo, 25 mL de cultivo em
meio LB (12 horas) foram centrifugadas e as células ressuspensas em 2,5 mL de solucédo
aquosa de leite desnatado (10%) e glutamato de sédio (5%). A suspensdo de células no
lioprotetor foi distribuida em aliquotas de 0,2 mL em ampolas de vidro, congeladas
lentamente até -35 °C e liofilizadas em aparelho Labconco Triad (Labconco, Kansas City,
MO, Estados Unidos da América). As ampolas foram fechadas a vacuo e estocadas entre 4 a 8
°C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo de mutantes LFM587 (AphaZal) e LFM588 (AlonA) de B. sacchari

O estudo da mobilizacdo de P3HB teve grande avanco no ano de 2001, quando
Saegusa e colaboradores identificaram e caracterizaram o primeiro gene envolvido no
processo, 0 gene phaZ (atualmente chamado phaZal). A partir da analise da sequéncia de
phazal foram encontrados por homologia outros seis genes, identificados como putativos
codificadores de P3HB despolimerases intracelulares (ABE; KOBAYASHI; SAITO, 2005;
KOBAYASHI et al.,, 2003; KOBAYASHI; SAITO, 2003; POHLMANN, et al., 2006;
JENDROSSEK, 2009; YORK et al., 2003). Dentro deste cenario, Castellanos (2010) em seu
trabalho buscou novos genes envolvidos na mobilizagdo de P3HB, através da analise de
mutantes por transposon mini-Tn5 de B. sacchari. Foram obtidos dois mutantes, NAMO3 e
NAMO4 (neste trabalho denominados LFM587 e LFM588, respectivamente), afetados na
mobilizacdo de P3HB, cujo sequenciamento acusou terem o0s genes phaZal e lonA
interrompidos pelo transposon, respectivamente.

Em seu trabalho, Castellanos (2010) selecionou os mutantes através de teste qualitativo
e posteriormente procedeu a analise quantitativa da mobilizacdo de P3HB dos mesmos. A
analise da mobilizacdo de P3HB ¢ realizada apds uma etapa precedente de acumulo do
polimero, ja que o processo a ser avaliado consiste na degradacdo dos granulos previamente
acumulado intracelularmente. Assim, foi demonstrado que tanto o mutante LFM587
(Aphazal) como LFM588 (AlonA), apresentavam uma capacidade de mobilizagdo inferior
aquela exibida pela linhagem selvagem (LFM101). Contudo, este estudo ndo realizou a
caracterizacdo detalhada da cinética de mobilizacdo nestes mutantes.

Desta forma, o presente trabalho visa, em um primeiro momento, confirmar o fenétipo
descrito por Castellanos (2010) nos mutantes LFM587 e LFM588, seguindo de uma analise
da cinética de mobilizacdo de P3HB nestas linhagens.

A reavaliacdo qualitativa dos mutantes LFM587 e LFM588 (AphaZal e AlonA,
respectivamente) se deu através do teste de mobilizacdo em meio mineral solido
(CASTELLANOS, 2010). Foram utilizadas como controle as linhagens LFM101 (linhagem
selvagem), LFM344 (mutante UV afetado no acimulo P3HB) e LFM403 (mutante UV
afetado na mobilizacdo de P3HB). A cepa LFM344, por ndo apresentar polimero

intracelularmente, é uma referéncia comparativa para a mobilizacdo total do polimero, ao
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passo que a linhagem LFMA403, por mobilizar apenas 40% do P3HB previamente acumulado
(FILIPOV, 2000), passa a ser referéncia para baixas taxas de mobilizagdo. Este teste consiste
em uma etapa de cultivo para o acimulo e outra para a mobilizacdo do polimero, permitindo
avaliar o fendtipo das cepas através da opacidade das colonias. As linhagens que se mostram
mais opacas ao final das duas etapas de cultivo, possuem P3HB acumulado intracelularmente
e as mais transllcidas tém quantidades reduzidas de polimero presente em seu interior. Os
resultados obtidos na avaliacdo qualitativa da capacidade de mobilizacdo de P3HB estdo na

Figura 5.1.

— ——

LFM403 LFM 587 LFM588 LFM101 LFM344

Figura 5.1 — Avaliacéo da capacidade de mobilizagdo de P3HB detectada por opacidade das colonias.
LFM403 — mutante por UV deficiente na mobilizacdo de P3HB; LFM587 — AphaZal; LFM588 —
AlonA; LFM101 - linhagem selvagem; LFM344 — mutante por UV deficiente no acimulo de P3HB.

A linhagem selvagem (LFM101), em sua anélise qualitativa da mobilizacdo de P3HB,
se mostra bastante translicida, em comparacdo com os mutantes LFM587 e LFM588, ou
ainda com o controle LFM403 (afetado na mobilizacdo). Entretanto, quando LFM101 é
comparada com a cepa LFM344 (incapaz de acumular P3HB e, portanto referéncia a
mobilizacdo total de P3HB), esta se mostra mais opaca, sugerindo que a mobilizacdo de
P3HB na linhagem selvagem atinge altas taxas, porém ndo é total.

O mutante LFM587 apresentou, ao final das duas etapas de cultivo, opacidade
semelhante ao controle LFM403, indicando que taxa de mobilizacdo neste mutante é muito
baixa ou ausente. J& LFM588 se mostrou mais opaca que a cepa selvagem, entretanto mais
translicida que o controle LFM403 (Figura 5.1). Deste modo, é possivel apontar uma
deficiéncia na taxa de mobilizacdo em ambos 0s mutantes, corroborando com os resultados de
Castellanos (2010), que os mutantes avaliados estdo afetados na mobilizacdo de P3HB.

Partiu-se entdo para ensaios quantitativos, de modo a analisar as cinéticas de
mobilizacdo de P3HB destas linhagens. Para tal, as cepas analisadas foram previamente
cultivadas em meio mineral com excesso de fonte de carbono (15 g/L de sacarose) e limitacdo
de fonte de nitrogénio (1 g/L de sulfato de amonio) por 24 horas, a fim de promover o
acumulo intracelular do polimero. Passado este periodo, as células foram transferidas para
meio mineral livre de fonte exdgena de carbono e excesso de fonte de nitrogénio (3 g/L de

sulfato de amonio), ideal para mobilizacdo de P3HB, onde foram cultivadas por 72 horas.
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Nestas condicGes foram retiradas amostras periodicas, possibilitando a analise quantitativa da
mobilizacdo de P3HB. Foram avaliados, ao longo do ensaio, o teor de P3HB intracelular, a
massa seca celular residual e a viabilidade celular (Figura 5.2). Aléem dos mutantes LFM587
(Aphazal) e LFM588 (AlonA), foram analisadas também as linhagens LFM101 (selvagem) e
LFM344 (mutante incapaz de acumular P3HB) como controle.
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Figura 5.2 - Cinética de mobiliza¢do de P3HB por B. sacchari em meio mineral. (A) Mobilizagéo de
P3HB; (B) Viabilidade celular; (C) Biomassa residual. LFM101-selvagem (—*—), LFM344-incapaz

de acumular P3HB (—#— ), LFM587-AphaZal ("~ & ) e LFM588-AlonA (- ®-).
Os cultivos de mobilizacdo de P3HB podem ser divididos em duas fases: a primeira

compreendendo as 6 primeiras horas de cultivo e a segunda a partir desse momento. Durante
este primeiro periodo do cultivo, observou-se a maior taxa de mobilizacdo de P3HB pela
linhagem selvagem que mobilizou cerca de 70% deste. Na segunda fase do cultivo, a taxa de
mobilizacdo do polimero foi bastante reduzida. Os mutantes LFM587 e LFM588
apresentaram reducdo expressiva na taxa de mobilizacdo de P3HB quando comparados a
linhagem selvagem, apontando o envolvimento do produto dos genes phaZal e lonA neste
processo.

Nas primeiras 6 horas de cultivo, foi observado um aumento da concentragdo de
células viaveis da linhagem selvagem (LFM101) e nos momentos seguintes do cultivo tem-se
uma reducdo nesse parametro. Embora ocorra uma reducdo na concentracdo de células
viaveis, 0 mesmo ndo se observa na concentracdo de biomassa residual, que aumenta no inicio
do cultivo, porém se mantem constante nas horas seguintes, sugerindo que possivelmente
ocorra morte celular, mas sem lise destas.

Né&o foi observado um aumento acentuado da concentracdo de células vidveis ou de
biomassa residual para os mutantes afetados na mobilizacdo de P3HB ou no acimulo. Tais
resultados indicam que pequena parcela de P3HB mobilizado por LFM587 (AphaZal) e
LFM588 (AlonA) foi utilizado para manutencao celular. Estes resultados sdo compativeis com
a deficiéncia destes mutantes. O mutante LFM344, que ndo acumula P3HB, teve seu
crescimento impedido pela auséncia de fonte de carbono enddgena e exdgena. Ja nos
mutantes afetados na mobilizacdo, embora a fonte de carbono enddgena esteja disponivel ela
ndo é eficientemente mobilizada, devido a mutacéo.

Estudos com R. eutropha selvagem indicam um aumento da concentracdo de células
viaveis nas primeiras 8 horas de cultivo, quando o P3HB e mobilizado. Entretanto, passado
este momento inicial do cultivo de mobilizacdo observa-se que a concentracdo de UFC se
mantem constante (HANDRICK; REINHARDT; JENDROSSEK, 2000).

Ainda neste trabalho, Handrick e colaboradores (2000) afirmam que na auséncia de
P3HB, as células cultivadas em condic¢des de mobilizacdo, morrem rapidamente, diferente do
que foi observado para B. sacchari, ja que nao foi observada uma redugdo na concentracdo de
células vidveis do mutante incapaz de acumular P3HB (LFM344), durante as 72 horas de

cultivo analisadas. Tais dados sustentam a hip6tese de que o P3HB ndo desempenhe papel
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essencial na manutengdo de B. sacchari sob condi¢es de auséncia de uma fonte exdgena de
carbono, pelo menos em periodos relativamente curtos (72 horas).

Os dados completos deste experimento de mobilizacdo de P3HB estdo apresentados no
ANEXO D.

A relevancia do produto do gene phazal para mobilizagcdo de P3HB foi verificada em
diferentes trabalhos (CASTELLANOS, 2010; SAEGUSA et al., 2001; UCHINO; SAITO;
JENDROSSEK, 2008). Entretanto, apenas recentemente foi indicado que o produto do gene
lonA estaria envolvido na mobilizacdo de P3HB. Desta forma, esse gene passou a ser o0

principal objeto deste estudo.

5.2 Busca de genes ortélogos a lonA em R. eutropha e Burkholderia spp.

A partir da sequéncia do gene lonA, interrompida pelo transposon mini-Tn5, de B.
sacchari, recuperou-se as sequéncias de genes ortdlogos a este em outras linhagens deste
género e em R. eutropha. A busca foi realizada comparando a sequéncia de nucleotideos
disponiveis no GenBank (BLASTN). Diversas linhagens de Burkholderia spp. apresentaram
genes com alta identidade (87%) com a regido interrompida pelo transposon mini-Tn5 no
genoma de B sacchari. Mesmo o gene ort6logo de lonA em R. eutropha apresentou 85% de
identidade com a sequéncia interrompida de B. sacchari (CASTELLANQOS, 2010).

A fim de compreender a organizacdo do gene lonA, buscou-se pelos genes com maior
identidade em linhagens de Burkholderia spp. e em R. eutropha, analisando também os genes
adjacentes a ele.

Foram identificados genes ortélogos a lonA em 74 linhagens de Burkholderia spp.,
apresentando pelo menos 84% de identidade. Entretanto, destas linhagens apenas em 42 foi
possivel alinhar as sequéncias dos genes adjacentes a lonA e determinar sua organizacao
espacial. Todas as linhagens encontradas apresentam a montante de lonA um gene que
codifica uma ClpX protease ATP dependente, contendo aproximadamente 1270 pb, na
maioria das linhagens alinhadas. Entretanto a sequéncia a jusante do gene variou, 0 que
permitiu a divisdo de trés subgrupos.

Vinte e cinco linhagens de Burkholderia spp. tém anotado, apds lonA, uma sequéncia
correspondente a um RNA transportador (tRNA-Val contendo 76 pb, para a maioria). Esse
grupo tem organizagdo muito similar ao arranjo dos genes anotados em R. eutropha.

O segundo grupo, formado por 12 linhagens, apresenta a jusante da sequéncia de lonA,

um gene codificador de uma proteina de ligacdo a DNA, a proteina Hbs (273 pb), sendo que,
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na maioria dos casos, esta regido é seguida por uma sequéncia correspondente a um tRNA-
Val.

Ja o terceiro grupo se formou com 5 linhagens, nas quais é indicado a presenca de uma
sequéncia génica que codifica uma proteina hipotética (com cerca de 140 pb) a jusante de
lonA. O alinhamento dos nucleotideos das proteinas hipotéticas sugere tratar-se de sequéncias
codificadoras de uma proteina similar, j& que estas possuem 93% de identidade entre si.

A alinhamento completo das sequéncias de lonA, bem como dos genes que 0O
flanqueiam, estdo apresentados no ANEXO A.

Com o recente sequenciamento do genoma de B. sacchari, foi possivel estabelecer o
arranjo genético de lonA também neste micro-organismo (Figura 5.3). A andlise indicou que 0
gene lonA encontra-se flanqueado por uma sequéncia codificadora de uma ClpX protease
ATP dependente e de uma proteina Hbs, como ocorre em diversas espécies do género. O
arranjo estrutural desses genes sugere que lonA se trate de uma sequéncia bem conservada nas

diferentes linhagens bacterianas analisadas.

Protease dependents ,
ATP Clpx Froteass Lond Protsing Hbs
------- n
e e i S —
1272 pb 2331 pb 273 pb

Figura 5.3 - Organizag&o estrutural do gene lonA em Burkholderia sacchari

5.3 Amplificagéo e clonagem do fragmento lonA de R. eutropha

A partir da sequéncia nucleotideos de lonA de R. eutropha H16 recuperada no
GenBank (BLASTN), foram desenhados iniciadores especificos capazes de amplificar o gene
de interesse, bem como um possivel promotor da expressdo desse gene. Para tal, foi utilizado
0 programa FastPCR. A sequéncia dos primers esta descrita na Tabela 4.3. A sequéncia do
possivel promotor foi obtida através do programa Soft Berry — BPROM, que identificou trés
regides semelhantes a outros promotores conhecidos (rpoD, rpoS e malT) (ANEXO C).

O resultado da amplificacdo foi confirmado por eletroforese em gel de agarose,
obtendo um fragmento de DNA de cerca de 2,7 kb, como esperado (Figura 5.4). O amplicon
foi, apds purificacdo, ligado ao vetor pPBBR1MCS-5 digerido com a enzima de restricdo Smal,
obtendo-se o plasmideo pBBR1MCS-5::lonA. Para confirmar a ligagdo, o plasmideo foi
digerido com as enzimas de restricdo Apal e Spel, e analisado por eletroforese em gel de
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agarose (Figura 5.5). A estrutura do vetor pPBBR1MCS-5 e o resultado da clonagem de lonA
estéo representados no ANEXO B.

300
200
75

Figura 5.4 - Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8% do produto de amplificagdo por PCR do gene
lonA a partir do DNA molde de R. eutropha. 1, fragmento contendo o gene lonA (2,7 kb); P, padréo
1kb plus (Fermentas).

Figura 5.5 - Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8% do plasmideo pBBR1MSC-5 abrigando o
gene lonA de R. eutropha. P, padrdo 1lkb plus (Fermentas); 1, pBBR1MCS-5; 2, pPBBR1MCS-5
digerido com Sall; 3, pBBR1MCS-5::lonA; 4, pBBR1MCS-5::lonA digerido com Apal; 5,
pBBR1MCS-5::lonA digerido com Apal e Spel; P, padrdo 1kb plus (Fermentas).

Para confirmar a orientacdo de lonA no plasmideo pPBBR1MCS-5 foi realizada uma
digestdo com a enzima de restricdo Kpnl. Como apresentado na Figura 5.6, foi observado um
fragmento de 530 pb e outro de 7113 pb, compativel com a inser¢cdo do gene em uma

orientagcdo que permite também sua transcricdo a partir do promotor presente no vetor.
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Figura 5.6 - Plasmideo pBBR1MCS-5::lonA digerido com Kpnl. (A) Perfil de migracdo em gel de
agarose 0,8% apos digestdo. P, padrdo 1kb plus (Fermentas); 1, pBBR1MCS-5::lonA digerido com
Kpnl; (B) Representagdo do plasmideo indicando os sitios de restrigdo de Kpnl . GmR — gene que
codifica proteina que confere resisténcia a gentamicina; mob — gene que codifica proteina
utilizada na mobilizacdo do plasmideo; rep — gene que codifica proteina envolvida na
replicacdo do plasmideo.

O inserto contendo o gene lonA foi submetido a sequenciamento, confirmando sua
identidade (ANEXO C). Assim, o plasmideo pBBR1MCS-5::lonA foi transferido por
transformacdo em diferentes linhagens bacterianas, a fim de avaliar sua atividade e papel na

mobilizacdo de P3HB.

5.4 Teste de complementacdo heteréloga dos mutantes de B. sacchari LFM587
(AphaZal) e LFM588 (AlonA)

A fim de confirmar que o fenétipo observado nos mutantes LFM587 (AphaZal) e
LFM588 (AlonA) é decorrente da interrupcdo destes genes pelo transposon mini-Tn5, foi
realizado teste de complementacédo heterdloga dos genes referidos, utilizando seus ortélogos a
partir do genoma de R. eutropha. A andlise qualitativa da mobilizagdo de P3HB (resultados
ndo apresentados), demonstrou que a presenca de phazZal restituia a capacidade de
mobilizagdo dos mutantes LFM587 e LFM588, entretanto quando o teste foi realizado com o
gene lonA, os resultados indicavam que apenas o mutante LFM588 (AlonA) teve se fenétipo

restabelecido. Assim, foi realizada a andlise quantitativa em experimentos cinéticos de
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mobilizacdo de P3HB. As linhagens recombinantes construidas estdo apresentadas na Tabela
5.1.

Tabela 5.1 — Linhagens recombinantes de B. sacchari construidas.

Linhagem Descricdo

Bacteriana

LFM1126 Mutante LFM587 (AphaZal) abrigando pBBR1MCS-5::phaZal de R. eutropha.
LFM1127 Mutante LFM587 (AphaZal) abrigando pBBR1MCS-5::lonA de R. eutropha.
LFM1128 Mutante LFM588 (AlonA) abrigando pBBR1MCS-5::IonA de R. eutropha.
LFM1129 Mutante LFM588 (AlonA) abrigando pBBR1MCS-5::phaZal de R. eutropha.

Foram utilizadas como linhagens controles LFM101 (linhagem selvagem), LFM344
(mutante UV incapaz de acumular P3HB), LFM587 (AphaZal) e LFM588 (AlonA), todas
abrigando o vetor pPBBR1MCS-5 sem inserto, de forma a poderem ser comparados com as
linhagens abrigando o vetor e os genes avaliados.

Os dados completos destes experimentos estdo apresentados no ANEXO D.

5.4.1 Teste de complementacdo com pBBR1MCS-5::1onA

Para a avaliacdo da mobilizacdo de P3HB dos recombinantes de B. sacchari, estes
foram cultivados em condi¢cbes prévias propicias para o acumulo do polimero, em meio
mineral com excesso de fonte de carbono (15 g/L de sacarose) e limitacdo de fonte de
nitrogénio (1 g/L de sulfato de amonio) por 24 horas. Posteriormente, iniciou-se a fase de
mobilizacdo de P3HB, na qual as células foram transferidas para meio mineral livre de fonte
exogena de carbono e excesso de fonte de nitrogénio (3 g/L de sulfato de aménio) e cultivadas
por 72 horas. Foram retiradas amostras intermitentes para avaliar o teor de P3HB intracelular,
a massa seca celular residual e a viabilidade celular.

A cinética de mobilizacdo da linhagem LFM1128 (AlonA abrigando pBBR1MSC-
5::lonA) esta apresentada na Figura 5.7.

A complementacdo do mutante LFM588 (AlonA) com o gene lonA de R. eutropha
(LFM1128) restabeleceu o fenotipo selvagem, possibilitando a mobilizacdo do P3HB
previamente acumulado nesta linhagem. Entretanto, é curioso notar que esse processo se
mostrou mais acentuado na linhagem recombinante do que na linhagem selvagem, atingido
100% de mobilizacdo de P3HB em 24 horas de cultivo.
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Figura 5.7 - Cinética de mobilizacdo de P3HB por mutante LFM588 (AlonA) de B. sacchari
complementado com o pBBR1MCS-5:1onA de R. eutropha em meio mineral. (A) Mobilizagdo de

( ..... ', ..... ).

A expressdo de genes através de vetores plasmidiais pode resultar em uma
superexpressdo desse gene, quando comparados com a expressao do mesmo em copia Unica
no DNA gendmico. Tal fendmeno ocorre pelo fato de a maioria dos plasmideos apresentarem
varias copias em seus hospedeiros, como ocorre com pBBR1MCS-5::lonA. Com isso, a
superexpresdo de lonA, quando expresso através do plasmideo, pode justificar a elevada taxa
de mobilizacdo de LFM1128. Este resultado indica que atividade de LonA pode ser limitante
na mobilizagdo de P3HB pela linhagem selvagem.

O numero de células viaveis de LFM1128 (AlonA abrigando pPBBR1MSC-5::1onA) e de
LFM101 (selvagem) apresentou um aumento acentuado durante as primeiras horas do cultivo,
seguida de queda desse parametro. Tal evento condiz com as taxas de mobilizacdo desses
micro-organismos, que se mostra mais intensa nas primeiras 6 horas de amostragem,
permitindo a multiplicagio celular. Ja o mutante LFM588 (AlonA) ndo apresentou aumento

consideravel da viabilidade celular nas primeiras horas de cultivo, seguindo de declinio
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gradual ao final do experimento. Os resultados evidenciam que a viabilidade celular aumenta
proporcionalmente as taxas de mobilizacdo de P3HB de cada linhagem, sugerindo a utilizacéo
do polimero para multiplicacéo celular.

Diante dos resultados apresentados, fica claro o envolvimento do produto de lonA na
mobilizacdo de P3HB em B. sacchari, no entanto, ainda ndo é possivel afirmar que papel essa
proteina desempenha no processo.

A fim de avaliar o efeito do gene lonA no mutante de B. sacchari que possui o0 gene
phazal interrompido pelo transposon mini-Tn5 (LFM587), construiu-se a linhagem
LFM1127. A avaliagdo da mobilizacdo na linhagem LFM1127 (AphaZal abrigando
pBBR1MCS-5::lonA) esta apresentada na Figura 5.8.
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Figura 5.8 - Cinética de mobilizacdo de P3HB por mutante LFM587 (AphaZal) de B. sacchari
abrigando pBBR1MCS-5:1onA de R. eutropha em meio mineral. (A) Mobilizacdo de P3HB; (B)
Viabilidade celular. LFM101 (—+—), LFM587 (—), LFM1127 (—&—) e LFM344 (——).
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O mutante LFM587 (Aphazal) quando carregando o gene lonA no plasmideo
pBBR1MCS-5, ndo teve a capacidade de mobilizagdo de P3HB restabelecida. Nesta
linhagem, a mobilizacdo atingiu pouco mais de 20% ap0s as 72 horas de cultivo, enquanto a
linhagem selvagem (LFM101) mobilizou mais de 90% do polimero previamente acumulado,
neste mesmo periodo.

O ndmero de células vidveis em LFM1127 (AphaZal abrigando pBBR1MCS-
5::lonA), ao longo do cultivo de mobilizacdo, segue 0 mesmo padrdo observado no mutante
LFM587 (Aphazal). A viabilidade nestas duas cepas apresentam um aumento pouco
significativo nas primeiras horas do cultivo, diferente da LFM101 (selvagem) que aumenta
consideravelmente a concentragdo de UFC na fase inicial, seguida de queda gradual.
Novamente, fica evidente que a viabilidade celular aumenta proporcionalmente as taxas de
mobilizacdo de P3HB de cada linhagem, indicando o consumo do polimero como fonte de
carbono para multiplicacédo celular.

Os resultados indicam que, como descrito na literatura, phaZal codifica uma P3HB
despolimerase intracelular essencial no processo de mobilizacdo de P3HB (BRIGHAM, et al.,
2012; HANDRICK; REINHARDT; JENDROSSEK, 2000; SAEGUSA et al., 2001), uma vez
que seu papel ndo foi suprimido pela superexpressao do gene lonA.

5.4.2 Teste de complementagdo com pBBR1MCS-5::phaZal

A fim de avaliar o perfil de mobilizacdo nos mutantes de B. sacchari LFM587 e
LFM588 abrigando o plasmideo pBBR1MCS-5::phazal, foram construidas linhagens
recombinantes a partir destes mutantes (LFM1126 e LFM1129, respectivamente). Procedeu-
se entdo analise quantitativa destes (Figura 5.9).

Em ambos os mutantes, a expressdo do gene phaZal restabeleceu a capacidade de
mobilizacdo do P3HB previamente acumulado, como no fendétipo selvagem. Entretanto, nota-
se que esse processo se mostrou mais acentuado nas linhagens recombinantes do que na
linhagem selvagem, atingido 100% de mobilizacdo de P3HB em 24 horas de cultivo,
provavelmente resultado da superexpressdao de phaZal devido as varias cépias do vetor

plasmidial.
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Figura 5.9 - Cinética de mobilizacdo de P3HB por mutantes LFM587 (AphaZal) e LFM588
(AlonA) de B. sacchari abrigando o pPBBR1MCS-5:phazal de R. eutropha em meio mineral. (A)
Mobilizacdo de P3HB; (B) Viabilidade celular. LFM101-selvagem (—+—), LFM587-Aphazal

(—=—), LFM1126-AphaZal abrigando pBBR1MCS-5::phaZal (—&-), LFM588-AlonA (--3¢-),

Na cepa LFM1126 (AphaZal abrigando pBBR1MCS-5::phaZal) este efeito era
esperado, ja que este apresenta o0 gene phazZal de seu genoma interrompido pelo transposon
mini-Tn5. Entretanto, o restabelecimento da capacidade de mobilizacdo de P3HB na linhagem
LFM1129 (AlonA abrigando pBBR1MCS-5::phazal) foi inesperado. A superexpressdo de
phaZal parece anular a deficiéncia de mobilizacdo causada pela interrupcdo do gene lonA
(LFM1129). E possivel que lonA possa codificar uma P3HB despolimerase intracelular cuja
funcdo é suprimida por outra enzima com a mesma funcdo, quando superexpressa. Desta
forma, o papel de LonA poderia ser exercido por produto génico alternativo, quando phazal é
superexpresso.

Outra hipotese seria que LonA facilite o acesso de PhaZal ao grénulo de P3HB, e
quando PhaZal se encontra em diversas copias na célula é capaz de forcar sua acdo de
despolimerase junto ao polimero, mesmo sem a presenca de LonA.

Embora o envolvimento de LonA no processo de mobilizacdo de P3HB esteja
evidente, seu exato papel ainda ndo esta claro. Na tentativa de entender melhor o mecanismos
de acdo de LonA na mobilizacdo de P3HB foram construidas linhagens recombinantes de E.
coli abrigando tanto genes cujos produtos promovem o acumulo de P3HB (phaCAB) como

envolvidos na mobilizagdo (phaZal e lonA).
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5.5 Avaliagéo das linhagens de E. coli recombinantes

Os dados dos experimentos descritos a seguir estdo detalhados no ANEXO D.

5.5.1 Padronizacao das condi¢des de acumulo e mobilizacao

De acordo com as condicdes determinadas por Bocanegra-Rodriguez (2012), foi
estabelecido um periodo de incubacdo de 48 horas para acumulo de P3HB para as linhagens
recombinantes de E. coli XL1-Blue, abrigando o operon phaCAB de R. eutropha. Estas foram
cultivadas em meio mineral com excesso de fonte de carbono (15 g/L de glicose) e limitacéo
de fonte de nitrogénio (1 g/L de sulfato de aménio), visando o acimulo do polimero, e em
seguida foram transferidas para meio mineral propicio para a mobilizacdo (livre de fonte
exogena de carbono e excesso de nitrogénio — 3 g/L de sulfato de aménio).

A fim de padronizar as condi¢Ges experimentais de mobilizagdo e eliminar a
possibilidade de interferéncia dos vetores no processo de mobilizacdo, foram avaliadas as
linhagens controle de E. coli XL1-Blue: abrigando apenas o plasmideo pSK::phaCAB
(LFM280), abrigando também os vetores pPBRR1IMCS-2 (CABpBBR2), pBBR1MCS-5
(CABpBBR5), ou contendo ambos simultaneamente (CABpBBR2pBBR5) (Figura 5.10).
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Figura 5.10 - Teor de P3HB presente intracelularmente em E. coli pSK::phaCAB (LFM280) em meio
mineral sob condi¢des de mobilizacdo de P3HB. LFM280 (~*), CABpBBR2 (—&), CABpBBR5

Durante o cultivo, pode ser observado que em nenhum dos casos houve mobilizacéo
de P3HB, o que confirma a auséncia de sistemas de mobilizacdo na linhagem. Os dados

demonstram tambem que ndo ha alteracdo quanto a mobilizacao,nas linhagens que abrigam os
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diferentes vetores. Contudo, 0 mesmo ndo pode ser dito quando se analisa 0 acumulo do
polimero. As linhagens que abrigam o vetor com marca de resisténcia para canamicina
(pPBBR1MCS-2), apresentaram um aumento no teor de P3HB, que pode chegar a cerca de 30 -
35%, ao passo que as linhagens que ndo possuem esse vetor acumulam cerca de 20-25% do
poliéster em relacdo a sua massa seca celular.

Uma possivel explicacdo para o observado seria que o antibidtico adicionado ao meio
poderia ter interferido na capacidade de acumulo de P3HB, uma vez que 0s vetores
pBBR1MCS, seja com marca de resisténcia a canamicina ou a gentamicina, nao possuem
qualquer inserto.

Para elucidar esses dados, foram realizados novos experimentos, analisando sobretudo

0 acumulo de P3HB nestes recombinantes, durante 48 horas (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Concentracdo de P3HB acumulado intracelularmente durante 48 horas de cultivos em
linhagens recombinantes de E. coli.

Linhagem P3HB

g/L %
LFM280 0,71+0,09 37,9945,68
CABpBBR2 0,69+0,04 37,10+2,31
CABpBBR5 0,65+0,06 36,40+1,04
CABpBBR2pBBR5 0,67+0,06 35,72+2,44

Os resultados ndo apontam uma varia¢do expressiva nas taxas de P3HB acumulados
entre as diferentes linhagens controles, que permaneceu em cerca de 36% da massa seca
celular. Portanto, a marca de resisténcia dos vetores utilizados ndo interfere no teor de P3HB

acumulado.

5.5.2 Avaliacéo dos recombinantes portando o gene phaZal de R. eutropha

O recombinante de E.coli, LFM1134, que abriga os genes de biossintese de P3HB
(phaCAB), bem como o gene phaZal, que codifica uma P3HB despolimerase intracelular, foi
submetido a ensaios em meio mineral liquido a fim de promover a mobilizacdo de P3HB
previamente acumulado (Figura 5.11). Foi utilizado como controle a linhagem de E. coli que
abriga, além do plasmideo pSK::phaCAB, o vetor pPBBR1IMSC-2 (CABpBBR2).
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Figura 5.11 - Teor de P3HB presente intracelularmente em E. coli pSK::phaCAB abrigando o gene
phaZal de R. eutropha em meio mineral sob condi¢Ges de mobilizacdo de P3HB. LFM1134 (—+—),
CABpBBR2 (—m-).

Durante as 72 horas de cultivo, a mobilizacdo de P3HB néo foi observada. Ambas as
linhagens, controle e LFM1134 (que abriga pPBBR1MCS-2::phaZal), mantiveram o teor de
polimero intracelular constante. Os resultados sugerem que 0 gene phaZal, apesar de
codificar uma P3HB despolimerase intracelular, ndo é capaz de exercer sua atividade quando
expresso isoladamente em E. coli recombinante.

Trés outros trabalhos avaliaram a co-expressdo dos genes de biossintese (phaCAB) e
mobilizagcdo (phaZal) de R. eutropha em linhagens recombinantes de E. coli. Lee e Lee
(2003) indicaram que a co-expressdo de phaZal e phaCAB levava a producdo e excrecdo de
quantidades expressivas de 3HB no meio de cultura. Uma carta patente foi obtida por esses
autores para um processo de producdo de 3HB (LEE; LEE, 2003b). Uchino e colaboradores
(2008) vislumbraram no modelo experimental de Lee e Lee uma estratégia para avaliar o
papel dos produtos de alguns genes de mobilizacdo de P3HB. Entretanto, mesmo apoés
diversas tentativas, os resultados de Lee e Lee (2003; 2003b) ndo foram reproduzidos. Uchino
e colaboradores (2008) conseguiram apenas demonstrar uma pequena excre¢do de 3HB em
linhagens de E. coli abrigando simultaneamente phaCAB e phaZal, mas claramente diferente
do que foi observado com a linhagem controle que expressava apenas o operon phaCAB.
Assim, concluiram que phazal desempenha um papel na mobilizacdo de P3HB em linhagens
recombinantes de E. coli, mas apenas uma pequena parcela do P3HB acumulado é mobilizado
e excretado ao meio na forma de 3HB. Wang e colaboradores (2009) também avaliaram a co-
expressdao de phaCAB e phazal em linhagens de E.coli. Estes autores obtiveram uma

excrecdo de 3HB mais expressiva que os valores reportados por Uchino e colaboradores



62

(2008), embora apos varios dias de cultivo. Entretanto, os valores de 3HB excretados foram
muito inferiores aqueles reportados por Lee e Lee (2003; 2003b)

Para comparar os dados deste trabalho com os dados da literatura, foi realizada a
analise do teor de 3HB excretados no meio do cultivo (Figura 5.12). A andlise deste
parametro, nos mostra um aumento gradual da concentracdo de 3HB no meio de cultura da
cepa LFM1134 (que abriga pBBR1MCS-2::phaZal), ndo observado no controle. Tais dados
sdo qualitativamente semelhantes ao observado em trabalho anterior (UCHINO; SAITO;
JENDROSSEK, 2008). Entretanto, a concentragdo de monbémeros encontrada
extracelularmente € pouco substancial (0,018 g/L em 72 horas de cultivo), quando comparada
com a concentracao de P3HB intracelular, que atingiu mais de 0,49 g/L neste mesmo periodo
(dados completos deste experimento estdo apresentados no ANEXO D). Ou seja, o 3HB
detectado extracelularmente representa menos que 5% do P3HB acumulado e ndo pode ser

considerado evidéncia de uma mobilizacéo efetiva do polimero intracelular.
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Figura 5.12 - Teor de mondmeros de 3HB excretado no meio extracelular por E. coli pSK::phaCAB
abrigando o gene phaZal de R. eutropha em meio mineral. LFM1134 (—s— ), CABpBBR2 (—m-).

Portanto, os resultados apresentados demonstram que a presenga do gene phaZal
promove apenas a mobilizacdo de uma pequena parcela do P3HB acumulado

intracelularmente em linhagens recombinantes de E. coli XL1-Blue.
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5.5.3 Avaliagéo dos recombinantes portando o gene lonA de R. eutropha

A avaliacdo da mobilizacdo de P3HB pelo recombinante abrigando o operon phaCAB
e o gene lonA (LFM1133), bem como do controle abrigando o vetor pBBR1MCS-5
(CABpBBRY), esté apresentada na Figura 5.13.
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Figura 5.13 - Avaliagdo da mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB abrigando o gene lonA de
R. eutropha em meio mineral. (A) Teor de P3HB intracelular; (B) Teor de 3HB no sobrenadante.
CABpBBR5 (—— ), LFM1133 (—m-).

Assim como a linhagem abrigando apenas o gene phaZal para a mobilizagdo, esta
linhagem, que abriga apenas lonA, ndo apresentou mobilizacdo do P3HB acumulado
intracelularmente. A andlise do sobrenadante constatou uma fragdo muito pequena de
mondmeros de 3HB, quando comparado com o0s teores de polimero presente
intracelularmente, indicando que ndo houve excrecdo significativa de 3HB para 0 meio

extracelular.
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Surpreendentemente, a cepa abrigando lonA (LFM1133) apresentou um aumento
expressivo na sintese do polimero, quando comparado ao controle (que acumulou cerca de
30% de P3HB), atingindo cerca 70% de sua massa seca. N&o ha relatos do envolvimento do
produto de lonA na mobilizacdo, nem tdo pouco na sintese de PHA nas linhagens bacterianas
naturalmente produtoras de polimeros, mas os resultados sugerem que o produto deste gene
favorece, de forma significativa, o acimulo de P3HB em E. coli recombinante. Este perfil ndo
foi observado também nos demais recombinantes que abrigam outros genes com Seus
produtos putativamente envolvidos no processo de mobilizacdo de P3HB deste ou de outros
trabalhos semelhantes (UCHINO; SAITO; JENDROSSEK, 2008; WANG et al., 2009).

Pfeiffer e colaboradores (2011) em seu trabalho buscaram por proteinas associadas ao
granulo capazes de interagir com a P3HB sintase (PhaC) em uma biblioteca genémica de R.
eutropha. Para isso, foi utilizada a abordagem do duplo-hibrido descrita por Karimova et al.,
2000. Os resultado apontam para a interacdo de PhaC com uma proteina multifuncional,
PhaM, mas ndo indicaram a interacdo entre LonA e a P3HB sintase.

Os dados da biomassa residual das linhagens avaliadas (Figura 5.14) indicam gque nao
ha diferenca expressiva entre a massa seca celular de LFM1133 (que abriga pBBR1MCS-
5::lonA) em relacdo ao controle CABpBBR5, sugerindo que a atividade do produto de lonA

ndo interfira no processo de manutencdo celular.
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Figura 5.14 - Biomassa residual de E. coli pSK::phaCAB abrigando o gene lonA de R. eutropha em
meio mineral. CABpBBR5 (—— ), LFM1133(—m—).

Novos experimentos foram realizados visando analisar o acumulo de P3HB pela
linhagem expressando lonA de R. eutropha durante 48 horas de cultivo, a fim de confirmar a

alteracdo nas taxas de P3HB sintetizados intracelularmente (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Concentracdo de P3HB acumulado intracelularmente durante 48 horas de cultivos em
linhagens recombinantes de E. coli abrigando o gene lonA de R. eutropha

Linhagem P3HB Xr
g/L % g/L

CABpBBR5 0,65+0,06 36,36+1,82 1,14+0,09

LFM1133 2,16+0,22 54,10+5,60 1,84+0,29

Aqui, os teores de P3HB acumulado pela cepa LFM1133 (que abriga o operon de
sintese, phaCAB, e 0 gene lonA) ficaram préximos de 54% de sua biomassa seca, a0 passo
que a linhagem controle (CABpBBR5) manteve em aproximadamente 36% esta variavel. A
analise da biomassa residual (Xr) demonstra que houve variacdo desse parametro entre a cepa
controle e LFM1133, porém ndo tdo acentuada quanto a variacdo do polimero intracelular.
Micrografias das duas linhagens recombinantes ao final do cultivo de acimulo (Figura 5.15)
demonstram a diferenca entre o teor dos granulos intracelulares.

Estes resultados corroboram com os apresentados anteriormente, indicando que a
presenca do gene lonA interfere de modo expressivo no mecanismo de sintese de P3HB em
linhagens recombinantes de E. coli. Este resultado se faz interessante, uma vez que um estudo
anterior com linhagens recombinantes de E. coli, para a produ¢do de P3HB, atingiu um
acimulo maximo deste polimero de cerca de 40% de sua massa seca (BOCANEGRA-
RODRIGUEZ, 2012). Entretanto, a forma de atuacdo do produto do gene lonA neste processo
ainda precisa ser elucidada em trabalhos posteriores.
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Figura 5.15 — Micrografia de E. coli recombinantes cultivadas sobre condi¢@es de acumulo de P3HB. (A)
LFM1133; (B) CABpBBRS.
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5.5.4 Avaliacéo dos recombinantes portando, simultaneamente, os genes phaZal e lonA de
R. eutropha

A fim de avaliar a interacdo dos genes phaZal e lonA na mobilizacdo de P3HB, a
linhagem recombinante construida a partir de LFM280 (E. coli XL1-Blue pSK::phaCAB)
abrigando simultaneamente estes dois gene, clonados em vetores diferentes (LFM1135) foi
submetida a andlise, utilizando como controle a linhagem CABpBBR2pBBR5 (LFM280
abrigando os vetores pPBBR1MCS-2 e pBBR1MCS-5). Dois clones de LFM1135 (que abriga
pBBR1MCS-2::phaZal e pPBBR1MCS-5::lonA) foram avaliados (LFM1135 | e LFM1135 I1).

Testes preliminares com estes recombinantes (Figura 5.16) apontaram taxas expressivas
de mobilizacdo intracelular, na presenca de PhaZal e LonA concomitantemente. Apds 72
horas de cultivo, a mobilizacdo atingiu mais de 45% e 70% em cada um dos recombinantes,

respectivamente.
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Figura 5.16 - Mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB abrigando simultaneamente os genes
phazZal e lonA de R. eutropha em meio mineral apos 72 horas de cultivo.

Partiu-se entdo para a avaliacdo da cinética de mobilizacdo de P3HB nos mesmos
mutantes (Figura 5.17). Em ambos os clones, os resultados evidenciam uma mobilizagdo do
polimero intracelular eficiente. Os valores mais expressivos foram observados no clone Il
(LFM1135 1I), que em meédia mobilizou mais de 50% do P3HB previamente acumulado
intracelularmente, durante as 72 horas de cultivo, ao passo que o clone | (LFM1135 1) atingiu

cerca de 30% de mobilizacdo neste mesmo periodo.
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Figura 5.17 - Avaliacdo da mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK:phaCAB abrigando
simultaneamente o0s genes de phaZal e lonA de R. eutropha em meio mineral. CABpBBR2pBBR5
(—e—), LFM1135 | (—m—), LFM1135 II (—a&—).

A analise dos mondmeros de 3HB presente no sobrenadante resultou em baixos teores
destes quando comparados com a concentracdo do polimero intracelular, sugerindo que a
parcela de P3HB mobilizada tenha sido utilizada para manutencéo ou crescimento celular.

Apesar dos resultados apresentados terem evidenciado a existéncia de uma
mobilizacdo expressiva de P3HB na presenca de PhaZal e LonA simultaneamente, notou-se
também que os valores apresentados variaram consideravelmente entre as diferentes amostras
da triplicata, de ambos os clones. Acredita-se que esta diferencga seja consequéncia dos vetores
utilizados (pBBR1MCS-2 e pBBR1MCS-5). Como ambos pertencem ao mesmo grupo de
incompatibilidade, é natural que ocorra uma competicéo entre eles para permanecerem dentro
da célula. Com a pressdo seletiva dos diferentes antibidticos presentes no meio, sabe-se que
ambos sdo mantidos pelos organismos, porém ndo é possivel quantificar a propor¢do em que
cada um deles se encontra. Assim, de acordo com o plasmideo que estiver em maior
quantidade, seja pBBR1MCS-2::phaZzal ou pPBBR1MCS-5::lonA, o fenotipo apresentado sera
diferente. Se esti hipotese estiver correta, talvez exista uma proporcdo ideal de PhaZal e
LonA para promover a mobilizagdo de P3HB de forma mais eficiente.

Para solucionar este problema, foi realizada nova clonagem de modo a inserir phaZal
e lonA em um mesmo plasmideo, contornando assim a competicdo dos plasmideos pelo

sistema que realiza sua replicacéo.
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A partir do plasmideo pBBR1MSC-5::phaZzal de R. eutropha, construido por
Castellanos (2010), foi possivel obter o gene phaZal. Para tal, o plasmideo foi digerido com
as enzimas de restricdo Xbal e Sacl, resultando em dois fragmentos, sendo um com
aproximadamente 5000 pb, que corresponde ao vetor pPBBR1MCS-5, e outro com cerca de
2000 pb, referente ao gene phaZal (Figura 5.18-A). A banda referente ao gene de interesse
foi entdo purificada. Concomitantemente, o plasmideo pBBR1MCS-5::lonA foi digerido com
as mesmas enzimas de restricdo (Xbal e Sacl).

Procedeu-se entdo a ligacdo do plasmideo pPBBR1MCS-5::lonA com o fragmento de
phaZal, obtendo o produto pPBBR1MCS-5::lonA+phazal. O produto da ligagéo foi digerido
com a enzima de restricdo Hindlll, de modo a se tornar linear, com cerca de 9000 pb (Figura
5.18-B), e posteriormente foi submetido a PCR de ambos os genes, resultando em fragmentos
com cerca 2,7 kb (lonA) e 1,9 kb (phaZal), como mostra a Figura 5.18-C, e a sequenciamento

para a confirmacéo da clonagem (ANEXO C).
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Figura 5.18 - Perfil de migracdo em gel de agarose 0,8%. (A) P, padrdo 1kb plus (Fermentas); 1,
pBBR1MCS-5::phaZal digerido com Xbal e Sacl; (B) 1, pBBR1MCS-5::lonA+phaZal; 2,
pBBR1MCS-5::lonA+phazal digerido com Hindlll; P, padrdo 1kb plus (Fermentas); (C) P, padréo
1kb plus (Fermentas); 1, fragmento de lonA amplificado a partir de pBBR1MCS-5::lonApha+Zal; 2,
fragmento de phazal amplificado a partir de pPBBR1MCS-5::lonA+phaZal.

Foi entdo avaliada a cinética de mobilizacdo desta linhagem, LFM1136, que abriga 0s

genes lonA e phaZal no mesmo vetor (Figura 5.19).
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Figura 5.19 — Cinética de mobilizacdo de P3HB em E. coli pSK::phaCAB abrigando o plasmideo
pBBR1MCS-5::lonA+phaZal de R. eutropha (LFM1136) em meio mineral. (—e—) Taxa de
mobilizacéo de P3HB; (--®-) Concentragdo de biomassa residual (Xr).

Foi observada uma mobilizacdo expressiva nesta linhagem, atingindo cerca de 50%
apos as 72 horas de cultivo. Os dados sdo compativeis com os obtidos no ensaio anterior, no
qgual os genes phaZal e lonA estavam sendo expressos em vetores diferentes, porém do
mesmo grupo de incompatibilidade. Este resultado nos indica que deva ocorrer uma interagéo
entre os produtos de phazal e lonA para que se tenha uma mobilizacdo de P3HB efetiva.
Entretanto, quando estes genes foram expressos em vetor separados, foi possivel obter taxas
de mobilizacdo superiores a 70% da massa seca celular, o que remete a hipdtese de que exista
uma proporcao ideal de PhaZal e LonA para obter taxas mais elevadas de mobilizagio de
P3HB.

A massa seca residual, ao longo deste periodo, ndo apresentou grandes variacoes, 0
que sugere que o P3HB mobilizado tenha sido utilizado para a manutencéo celular.

Considerando o modelo de Lee e Lee (2003), em que os mondmeros de 3HB séo
excretados em altas concentracGes no meio extracelular, analisamos também esse parametro
na linhagem em questdo. Novamente, a excrecdo dos mondmeros ocorre, porém em
concentra¢fes muito baixas, atingindo 0,018 g/L apds 72 horas de cultivo. Esses valores séo
marginais quando comparados as taxas de P3HB acumulado intracelularmente que foi de
aproximadamente 0,33 g/L neste mesmo periodo. Os dados corroboram com a ideia de que o

P3HB mobilizado é utilizado no crescimento ou manutencdo celular, e ndo nos permite
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afirmar que este seja um modelo a ser seguido para producdo de mondémeros de 3HB, como
foi proposto por Lee e Lee (2003b).

Diante do exposto, fica claro o envolvimento de LonA na mobilizacdo de P3HB,
entretanto, ainda ndo foi possivel elucidar qual o real mecanismo de acdo desta proteina no
processo. Considerando o papel proteolitico descrito na literatura do produto de lonA,
podemos supor que LonA possa agir sobre PhaZal, clivando esta enzima de forma a torné-la
ativa. Outra hipotese seria considerar que esta protease aja sobre outras proteinas, de modo a
permitir a expressdo de phaZal, e talvez de outros genes que codifiquem P3HB
despolimerases intracelulares. Um vasto campo de estudos futuros é possivel e necessario

para investigar seu papel no processo de sintese e mobilizacdo de P3HB.
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6 CONCLUSOES

e Em B. sacchari o P3HB previamente acumulado ndo desempenha papel essencial na
manutencdo celular sob condi¢des de auséncia de uma fonte exdgena de carbono, pelo
menos apds 72 horas de cultivo;

e A deficiéncia da mobilizacdo de P3HB no mutante LFM588 (AlonA) de B sacchari é
decorrente da interrupcdo do gene lonA pelo transposon mini-Tn5, comprovando a
relevancia do produto deste gene para mobilizacdo de P3HB,;

e A superexpressdo do gene phaZal permite suprimir a mutagdo no gene lonA do
mutante LFM588;

e A presenga do gene phaZal de R. eutropha ndo exerce funcdo de mobilizagdo de
P3HB quando expresso isoladamente em E. coli recombinante;

e A presenca do gene lonA de R. eutropha ndo exerce fungdo de mobilizagdo de P3HB
guando expresso isoladamente em E. coli recombinante;

e A presenca de lonA de R. eutropha, quando superexpresso através de vetor plasmidial,
tem efeito na sintese de P3HB, aumentando significativamente os teores de polimero
acumulado intracelularmente;

e A presenca dos genes phaZal e lonA de R. eutropha, quando expressos
simultaneamente em recombinantes de E. coli, sdo capazes de mobilizar
significativamente o P3HB acumulado previamente, em 72 horas de cultivo, sugerindo

que a mobilizacdo de P3HB depende da intera¢do do produto destes genes.
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ANEXO A - Organizagéo estrutural do gene lonA em Burkholderiaceae
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Organizacéo estrutural do gene lonA em Burkholderia spp. e R. eutropha H16, contendo uma
sequéncia correspondente a tRNA a jusante.



Protease dependents
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Organizacdo estrutural do gene lonA em Burkholderia spp., contendo uma sequéncia

codificadora de proteina Hbs a jusante.
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Protease dependents Proteina
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Organizacdo estrutural do gene lonA em Burkholderia spp., contendo uma sequéncia

codificadora de proteina hipotética a jusante.



ANEXO B - Vetor clonagem e plasmideos utilizados

GmR

Promotor

pBBR1MCS-5
4768 pb

gelneEeenios

g

rep

Vetor de clonagem pBBR1MSC-5, com marca de resisténcia & gentamicina, indicando sitio
de clonagem MCS. GmR - gene que codifica proteina que confere resisténcia a gentamicina;
mob — gene que codifica proteina utilizada na mobilizacdo do plasmideo; rep — gene que

codifica proteina envolvida na replicacdo do plasmideo; MCS — sitio multiplo de clonagem.

GmR

Promotor

~

pBBR1MCS-5::/onA
7643 pb

fep

Plasmideo contendo o inserto de lonA de R. eutropha, interrompendo o sitio de clonagem
MSC. GmR - gene que codifica proteina que confere resisténcia a gentamicina; mob — gene

que codifica proteina utilizada na mobilizagdo do plasmideo; rep — gene que codifica proteina
envolvida na replicacdo do plasmideo.
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GmR e

Promotar
b

pBBR1MCS-5::lonAphaZal

9525pb ing

phaZal

Plasmideo contendo o inserto de lonA e phaZal de R. eutropha interrompendo o sitio de
clonagem MSC, indicando os sitios de restricdo Xbal e Sacl. GmR — gene que codifica
proteina que confere resisténcia a gentamicina; mob — gene que codifica proteina utilizada na
mobilizacdo do plasmideo; rep — gene que codifica proteina envolvida na replicacdo do
plasmideo.
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ANEXO C - Sequéncias dos genes utilizados

Sequéncia do gene lonA de R. eutropha recuperada no GenBank, destacando os codons de
iniciacdo e parada (grifado em cinza) e as regides de anelamento dos primers utilizados

(vermelho).

CTCGAGTGGACGTCATGTACGACCTGCGAAAAGGCCGTTCGCGTAGAAGCGAGCGGCTTTTTTTGTTT
ATTTCTACCGACGAGAGGGAGGAAACGCGGGTATGCTGTTTCAGAGGGGCCAGCAAGTGCAGGGAGCG
GCATCTGCCTGCCTTGATGAATCGATTGGCACGTATCTTGTAATCGATTCGGGCGGCCCAATTTACGC
CTTAAATGACTGACTTGGGGAAA-ATGTCCGGAACACAACTCCTCCCGGCCGAGCCGATTCGCCTC
CCACTGTTGCCGCTGCGCGACGTGGTGGTGTTTCCGCACATGGTGATCCCGCTGTTCGTGGGACGCCC
GAAGTCCATCAAGGCGCTTGAGACTGCGATGGAGGCGGGCAAGAGCATCATGCTCGTGGCCCAGAAGA
CGGCGGCCAAGGACGAGCCGACCGCCGACGACCTGTATGAGGTCGGCTGCATCGCCAATATCCTGCAA
ATGCTGAAACTGCCCGACGGTACCGTGAAGGTGCTGGTCGAGGGTACCCAGCGCGCGAATATCCGCGA
GGTGAGCGAGGACGATGCGCACTTTATGTGCGAAGCCGTGCCCGTGCCGCCCGCACCTGGCGAAAGLCG
CCGAGACCGAGGCCCTGCGCCGCGCGATCGTGTCGCAGTTCGACCAGTACGTGAAGCTCAACAAGAAG
ATCCCGCCCGAGATCCTGACCTCGCTGTCGGGCATCGACGAGGCAGGCCGCCTGGCGGACACCATCGC
CGCGCACCTGCCGATCAAGCTCGAGCAGAAGCAGAAGATCCTGGAGATGGTCAATGTGACCGAACGCC
TGGAAAGCCTGCTGTCGCAGCTCGAGGGCGAGATCGACATCCTCCAGGTTGAAAAGCGCATCCGTGGC
CGCGTCAAGCGCCAGATGGAGAAGAGCCAGCGCGAGTACTACCTGAACGAGCAGGTCAAGGCCATCCA
GAAGGAACTCGGCGAGGGCGAAGAAGGCGCCGACCTGGAAGAACTCGACAAGCGCATCAAGGCTGCGC
GGATGCCGAAGGAAGCCAAGAAGAAGGCCGACGCCGAATTCAAGAAGCTCAAGCTGATGTCGCCGATG
TCGGCCGAAGCCACCGTCGTGCGCAACTACATCGACACGCTGGTGAACCTGCCATGGCGCAAGAAGAG
CAAGGTCAACAACGACCTCGCCAACGCCGAGCGCGTGCTGGATGAAGACCACTACGGCCTGGAGAAGG
TCAAGGAACGCATTCTCGAGTACCTCGCGGTGCAACAGCGCGTGGACAAGGTGAAGGCACCTATCCTC
TGCCTGGTCGGGCCTCCCGGCGTGGGCAAGACCTCGCTCGGCCAGTCGGTGGCGCGCGCGACGAALCCG
CAAGTTCGTGCGCATGGCACTGGGTGGCGTGCGTGACGAGGCCGAAATCCGCGGCCACCGCAGGACCT
ATATCGGCTCGATGCCGGGCAAGATCCTGCAGAGCCTGTCCAAGGTCGGCGTGCGCAATCCGCTCTTC
CTGCTCGACGAGATCGACAAGATGGGCATGGATTTCCGCGGCGATCCGTCGTCGGCGCTGCTCGAGGT
GCTGGACCCGGAACAGAACCACACGTTCCAGGACCACTACATCGAAGTGGATTTCGACCTGTCCGACG
TGATGTTCGTGGCCACGTCGAACTCGCTCAACATCCCGCCGCCGCTGCTCGATCGTATGGAGGTGATC
CGCCTGTCGGGTTACACCGAGGACGAGAAGGTCAATATCGCGCAGCGCTACCTGTTGCCCAAGCAGAT
CAAGAACAACGGTCTGAAGGCAGGCGAGATCGAGGTTGCCGAAAGCGCGATCCGCGACATCATCCGCT
ACTACACACGTGAAGCGGGGGTGCGTTCGCTGGAACGCGAGGTCTCCAAGATCGCGCGCAAGGTGGTC
AAGCTGCTGCTGCTGAAGAAGGAGTCGGGCACGATCAAGGTCGATTCCGAGAACCTGGACAAATTCCT
CGGCGTGCGCAAGTACGATTTCGGCCTGGCCGGCAAGGAAAACCAGGTTGGCCAGGTCACCGGTCTGG
CGTGGACCGAGGTGGGCGGCGATCTGCTGACCATCGAAGCCGCGATCATGCCGGGCAAGGGCAACATC
ACGCGTACCGGTTCGCTGGGCGATGTGATGAAGGAGTCGGTCGAGGCCGCACGTTCGGTGGTGCGTTC
GCGGGCACGTCGCCTGGGTATCACGGATGAGATGTTCGAGAAGCGCGACATCCACATCCACGTGCCTG
AAGGCGCCACGCCCAAGGACGGCCCGTCCGCAGGCGGTGCCATGACCACGGCGCTGGTGTCGGTGCTG
ACCGGCATCCCGGTGCGCGCGGATGTCGCCATGACCGGCGAGATCACGCTGCGCGGCGAGGTGCTGCC
GATCGGGGGCCTCAAGGAGAAGCTGCTGGCGGCCCACCGGGGCGGCATCAAGCTGGTGCTGATCCCGG
AGGAAAACGTCAAGGATCTGGCCGAGATCCCCGACAACGTGAAGAACGCCATCGAGATCGTGCCGGTC
CGCTGGATCGACAAGGTGCTGGAACTGGCGCTCGAGCGCAAGCCCGAGGCGTTGCCTGAAGAAGATGC
CAAGCCCGCCGAAGTGGCGGACAAGGCCACGGCCAAGGTTGAGCGTCTGCAT CAC-GTCGAC
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Query 181 GRECEED: TTATTICT TECTEITIC 240
ML T LU L
Sbjet GAGCEECTTTTTITGTTTATTICT SCTSTTIC 1543258
Query 241 GREE3EC TIGATGAATCEATTEECACET 300
O
Sict 1543860 AGAGRGECCAGCARGTGCAGRSASCEGCATCIGCCTGCCTIGATGAATCEATTGSCACET 1543319
Query 301 ATCTIGTAAICGATT TTACGCCITARATGAC 360
IIIIIIIIHHH\\\\\\\\\\\\HHIIIIIIIIIHHHHHHH\HHH
Sbjet 1543820 ATCTTGTARTCK TGACTGAC 1543878
Query 361 ATETCCEEAACACAACTCCTCCCBECCEAGCCEATTCECCTCCCACTRTTEC0ECTEYKY 420
ARCEEEEEE LT
Sbjet 1543980 ATETCCGERACACAACTCCTCCCEECCGAGCCEATTCGCCTCCCACTGTTGCCGCTECGEE 1544039
Query 421 KHYGTGETGETGTTTCCECACATEETEAT TGIEACGICCAMASTOCATC 420
IIIIHH\\\HHHHHHHHIIIIIIII U]
Sbjet 1544040 GACGTGETGGIGT ACATEETEAT TTGTGEEACECCCRAAGTCCATC 1544098
Query 481 GECGCTTE 540
IIIIIIIIHHH\\\\\\\\\\\\HHIIIIIIIIIHHHHHHH\HHH
Sbjet 1544100 TIGAGACTGCEAT TCATGCTCGT 1544159
Query S41 GCEGCCAARGACGAGCCEACCRCCRACGACCIRTATGASETCRECT 600
VELLEUEL LT T ||||mmmummm
Skict 1544160 16T TCRECTEIAT 1524219
Quezy 601 CTECARRTE 660
IIIIIIIH\\\\HHHHHHHHHIIIIII IIHHHHHHHHHH
Sbjet 1544220 CTGCARATGCTGARACT GAAGETECTGET 1544278
Guery 661 GCGAATAT TGCGCACTTIATGT SIE 720
VU VLT L T L D
Seiet 1544280 GOGRACATCCGCGRGATGAGCEAGEACGRATCGCACTICAIGIGCGARGICOTEICOSTE 1544338
Quezy 721 C86CC-GLAC-TERCEAANGIECCCRRACCRAG-CO-TECE0SE55-CATCRRRTCECAE 775
U LLE TLC TECCH T CEETE T T T T VLT 1T
Sejet 1544340 T 1 TCSTETCECAS 1544330
Quezy 776 TTCCAC-ARTACGTGRAGCTCRACARCARRATCC - 60—~ GARN- COTCACT-CACTETC- 228
1 L o o e o Y
Sejet 1544400 TICGACCAGTACGTGAAGCTCRACAAGARGATCCCGCCTGAGATCCTGACTTCGCTEICA 1544450
Query 829 #43
sejet 1544460 1544475

Resultado do sequenciamento de phaZal de Ralstonia eutropha amplificado e clonado no
plasmideo pBBR1MCS-5::lonA+phaZal.
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Resultado do sequenciamento de lonA de Ralstonia eutropha amplificado e clonado no
plasmideo pBBR1MCS-5::lonA+phazal.
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ANEXO D - Dados completos dos experimentos de mobilizacdo de P3HB em linhagens de

B. sacchari e E. coli recombinante

Cinética de mobilizacdo de P3HB em mutantes de B. sacchari.

Linhagem  Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
(h) (g/L) (UFC/mL) %MSC gL Residual (/L)
(9/L)
LFM101
0 2,6740,12 1,75.1010+1,27.10% 36,88+2,06 0,98+0,06 1,68+0,08 0
3 2,6840,20 4,03.10%+4,14.10° 20,08+4,17 0,54+0,07 2,1440,18 0
6 2,3440,19 5,53.1010+4,14.10° 13,45+2,76 0,31+0,09 2,0240,28 0
24 2,54+0,13 1,74.101°+2,60.10° 7,02+0,89 0,18+0,98 2,36+0,20 0
48 2,17+0,10 1,09.101°+2,38.10° 5,17+0,68 0,11+0,08 2,06+0,14 0
72 2,29+0,11 1,11.10%°+2,90.10° 4,26+0,01 0,10+0,01 2,19+0,14 0
LFM344
0 1,66+0,15 1,25.1010+3,07.10° 0 0 1,66+0,15 0
3 1,64+0,20 2,03.1010+3,74.10° 0 0 1,64+0,20 0
6 1,57+0,15 1,19.10%+5,82.10° 0 0 1,57+0,15 0
24 1,46x0,04 1,42.10'°+1,05.10% 0 0 1,46+0,04 0
48 1,61+0,04 7,00.10°+1,96.10° 0 0 1,61+0,04 0
72 1,42+0,04 7,68.109+2,22.10° 0 0 1,42+0,04 0
LFM587
0 2,53+0,08 1,75.10%°+6,29.10° 38,04+1,14 0,96+0,19 1,57+0,05 0
3 2,55+0,11 2,35.1010+3,78.10° 35,64+0,96 0,91+0,09 1,64+0,05 0
6 2,50+0,09 2,07.1010+1,97.10%° 35,93+2,01 0,90+0,11 1,60+0,12 0
24 2,40+0,07 1,36.10%°+4,06.10° 35,12+0,56 0,84+0,23 1,56+0,06 0
48 2,52+0,06 7,80.10%+2,44.10° 33,3041,21 0,84+0,07  1,68+0,05 0
72 2,33+0,09 9,53.10°+3,31.10° 32,82+1,63 0,76+0,04  1,57+0,04 0
LFM588
0 3,00+0,08 6,73.10°+1,11.10° 37,13+0,73 1,11+0,02 1,88+0,10 0
3 2,81+0,06 3,04.101°+2,07.10° 32,38+0,44 0,91+0,32 1,90+0,04 0
6 2,85+0,10 2,07.1010+£1,97.10%° 30,38+1,65 0,86+0,04 1,98+0,07 0
24 2,76+0,11 1,90.10%°+1,06.10° 29,75+1,14 0,82+0,11 1,94+0,07 0
48 2,72+£0,04 1,07.101%+2,50.10° 27,81+,037 0,75+0,14 1,97+0,05 0
72 2,76+0,06 9,20.10°+1,83.10° 26,25+0,99 0,72+0,02  2,04+0,05 0




Mobilizacdo de linhagens de B. sacchari com complementacgéo heteréloga.
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Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
......... ReSidUaI
(h) (g/L) (UFC/mL) %MSC g/L (g/L)
LFM101
0 4,32+0,09 1,68.1010+7,78.108 41,87+0,34 1,81+0,01 2,48+0,01 0
3 4,33+0,01 2,83.101045,49.10° 30,65+1,67 1,33+0,07  3,00+0,06 0
6 4,27+0,25 3,83.101°+2,05.10° 23,59+1,95 1,01+0,46  3,26+0,11 0
24 3,88+0,36 1,94.100+4,88.10° 11,69+1,40 0,45+0,13  3,43+0,37 0
48 3,19+0,27 1,29.10%°+3,60.10° 9,30+0,99 0,29+0,01  3,55%0,28 0
72 3,97+0,17 9,13.10%+7,79.108 3,61+3,11 0,14+0,03  3,82+0,04 0
LFM344
0 2,32+0,05 1,41.10°+2,90.108 0 0 2,3240,05 0
3 2,26+0,06 2,03.10°+5,66.107 0 0 2,26+0,06 0
6 2,25+0,08 2,26.10%+7,07.107 0 0 2,25+0,08 0
24 2,19+0,01 2,04.10%+1,27.108 0 0 2,19+0,01 0
48 2,41+0,04 2,14.10%+2,97.108 0 0 2,41+0,04 0
72 2,12+0,11 3,71.10°45,37.108 0 0 2,12+0,11 0
LFM587
0 4,23+0,59 1,50.10%°+6,37.10° 46,36x0,77 1,96+0,31  2,27+0,28 0
3 4,11+0,07 1,65.10%1°+1,76.108 45,31+2,82 1,86+£0,09 2,25+0,15 0
6 4,17+0,08 2,64.1010+7,21.108 42,73+1,32 1,78+0,09  2,39+0,01 0
24 4,56+0,95 1,25.10%°+1,25.10° 37,73+1,45 1,72+0,21  2,84+0,46 0
48 4,23+0,02 1,18.10%°+6,74.108 39,48+2,23 1,67+0,09 2,56+0,08 0
72 3,95+0,03 1,18,1010+7,07.108 38,94+3,91 1,54+0,14 2,41+0,12 0
LFM1126
0 3,85+0,79 1,78.1010+6,94.10° 43,17+3,21 1,71+0,72  2,14+0,17 0
3 3,95+0,61 3,78.101°+9,46.108 27,98+6,61 1,13+0,44  2,82+0,17 0
6 3,97+0,33 4,93.10'°+1,34.10° 11,53+2,91 0,47+0,04  3,49+0,24 0
24 2,93+0,82 2,02.101%+2,02.10° 0,33+0,29 0,01+0,01 2,92+0,81 0
48 3,46%0,29 1,74.101°+1,39.10° 0 0 3,46%0,29 0
72 2,94+0,99 1,65.101°+2,27.10° 0 0 2,94+0,99 0
LFM1127
0 3,77+0,32 1,38.10%+1,68.10° 41,20+1,81 1,66+0,19 2,11+0,37 0
3 3,99+0,18 1,64.10%°+9,46.108 39,95+2,53 1,60+0,17  2,39+0,02 0
6 3,97+0,12 2,36.101°+7,06.108 39,43+1,27 1,56+£0,10 2,40+0,02 0
24 3,76+0,27 1,49.10%°+1,11,10° 38,47+,0,93 1,45+0,13  2,31+0,13 0
48 3,64+0,66 1,02.10%°+6,30.108 37,61+0,96 1,37+£0,28  2,27+0,38 0
72 3,47+0,06 9,82.10°+1,26.10° 36,98+2,42 1,28+0,11  2,18+0,04 0
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Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
Residual
(h) (g/L) (UFC/mL) %MSC g/L (g/L) (g/L)
LFM588
0 5,20+0,89 1,73.1010+2,81.10° 48,95+4,27 2,54+0,66  2,64+0,23 0
3 5,08+0,60 3,04.1010+3,92.10° 43,89+3,99 2,23+0,17  2,84+0,13 0
6 5,05+0,73 2,07.101°+9,40.108 40,58+2,13 2,04£0,57  2,99+0,33 0
24 4,95+0,86 1,90.10%+4,03.10° 35,34+0,32 1,74+0,84  3,20+0,54 0
48 4,75+0,61 1,07.10%°+1,41.10° 33,17+1,57 1,57+#0,73  3,17%0,33 0
72 4,81+0,45 9,20.10°+8,70.10° 31,90+0,21 1,53+0,39  3,89+0,01 0
LFM1129
0 4,23+0,24 1,79.101042,13.10° 46,3516,02 1,96+0,33  2,26+0,19 0
3 4,00+0,32 3,73.101°49,65.108 30,30+4,68 1,2240,26  2,78+0,20 0
6 3,95+0,32 4,85.10%9+1,27.10° 18,51+7,36 0,74£0,33  3,21%0,16 0
24 3,39+0,11 2,00.10%°+1,63.10° 0,63+0,23 0,02+0,01  3,37%0,11 0
48 3,32+0,11 1,82.1010+9,37.108 0,29+0,29 0,01+0,01  3,31%0,11 0
72 3,41+0,16 1,70.1010+1,98.10° 0,28+0,27 0,01+0,01  3,40+0,15 0
LFM1128
0 3,91+0,61 1,75.10%°+3,59.10° 36,83+4,80 1,44+0,41 1,92+0,80 0
3 3,88+0,53 4,03.10%+2,69.108 21,5445,18 0,83+0,23  3,01+0,30 0
6 3,67+0,64 5,53.1010+2,17.10° 5,00£3,51 0,18+0,09 3,47+0,47 0
24 3,21+0,55 1,74.101°+1,77.10° 0,11+0,16 0,01+0,01  3,20+0,54 0
48 3,17+0,45 1,09.10%°+2,90.108 0 0 3,17+0,45 0
72 3,37+0,38 1,11.10%°45,66.108 0 0 3,37+0,38 0




Cinética de mobilizacéo de linhagens controle de E. coli.
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Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
(h) (g/L) (UFC/mL) %MSC oL Residual (@)
(g/L)
LFM280
0 0,95+0,21 1,73.101°+1,02.107 21,4245,48 0,20+0,10  0,75%0,11 0
3 1,03+0,14 8,94.100+3,83.107 20,89+4,65 0,21+0,14  0,81%0,16 0
6 1,13+0,13 7,80.101°+2,73.107 21,7445,85 0,24+0,12  0,88%0,20 0
24 1,08+0,21 6,87.101°+2,02.107 23,31+7,93 0,25+0,07  0,83+0,28 0
48 0,98+0,13 6,95.1010+3,92.107 21,63+4,94 0,21+0,04 0,76x0,12 0
72 1,06+0,18 6,20.10°+7,92.107 23,05+7,12 0,24+0,00 0,82+0,16 0
CABpBBR2
0 1,24+0,25 1,04.10°+2,12.107 32,74+1,55 0,40+0,19  0,83%0,25 0
3 1,31+0,04 3,00.108+9,86.107 33,45+1,59 0,44+0,04  0,87+0,04 0
6 1,31+0,02 2,27.10846,91.107 33,49+1,99 0,44£0,02  0,87+0,02 0
24 1,23+0,02 2,78.108+2,18.107 35,1343,71 0,43+0,02  0,80+0,02 0
48 1,24+0,00 3,06.108+2,35.107 35,40+2,83 0,44+0,01  0,80+0,00 0
72 1,04+0,00 3,10.108+8,94.107 33,54+0,51 0,35+0,16  0,69+0,00 0
CABpBBR5
0 0,95+0,14 1,52.10%+5,96.107 24,63+5,94 0,23+0,02  0,71%0,01 0
3 1,01+0,03 8,20.108+5,55.107 23,30+5,29 0,24+0,09 0,78+0,01 0
6 1,01+0,06 8,12.108+2,58.108 22,77+3,00 0,23+0,02  0,78+0,02 0
24 0,96+0,09 7,78.108+1,95.108 24,59+3,25 0,23+0,06  0,72+0,01 0
48 0,76+0,34 7,42.108+4,45.107 22.77+1,51 0,18+0,04 0,61+0,01 0
72 1,09+0,33 5,58.10°+9,68.107 25,13+4,39 0,27+0,01  0,82+0,01 0
CABpBBR2
pBBR5 0 1,25+0,01 1,80.10°+3,24.108 32,41+1,09 0,40+0,01  0,84+0,01 0
3 1,27+0,06 3,19.108+2,12.108 35,44+0,51 0,45+0,07  0,82+0,07 0
6 1,31+0,02 3,53.108+2,08.108 38,22+1,96 0,50+0,02  0,81+0,02 0
24 1,24+0,03 2,42.108+1,01.108 36,84+1,83 0,45+0,03  0,78+0,03 0
48 1,34+0,19 2,39.108+5,41.107 35,45+1,45 0,47+0,20 0,87+0,19 0
72 1,18+0,08 3,31.108+9,18.107 37,28+1,91 0,44+0,08 0,74+0,08 0
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Cinetica de mobilizacdo de linhagens recombinantes de E. coli abrigando o gene phaZal de

R. eutropha.
Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
(h) (/L) (UFC/mL) UMSC oL thsi/?l_ual (@L)
g/L)
CABpBBR2
0 2,64+0,18  1,08.10%2,34.107 28,7848,31  0,77+026  1,87+0,11 0
3 2,71£0,18  3,20.108+6,86.107 28,1449,19  0,77x028  1,93+0,16 0
6 2,87+¢0,16  2,68.108+5,31.107 28,50+7,25  0,82£022  2,05:0,20 0
24 2,75¢0,18  2,55.108+2,98.107 27,61£1,76  0,73x0,33  2,110,39 0
48 2,73+0,18 2,38.10%1,35.107 29,5147,25 0,810,223  1,92+0,12 0
72 2,75¢0,18  2,80.108+9,54.107 28,79+¢7,06  0,79%022  1,830,16 0
LFM1134
0 1,70¢0,10  1,23.10%3,02.107 27,50£11,22  0,47+021  1,23+0,17  0,006+0,002
3 1,71+0,14  4,88.10°+2,83.107 26,73£10,64  0,46+022  1,24%0,12  0,012+0,003
6 1,78+0,11  3,11.10%+4,73.107 26,8749,80  0,48+020  1,29+0,13  0,014+0,002
24 1,63+0,11  2,78.10°+1,02.107 28,61+10,76  0,47+0,20  1,16%0,15  0,016+0,004
48 1,75¢0,18  2,13.18%45,92.107 28,90£13,07  0,51+027  1,24#0,21  0,015+0,001
72 1,70¢0,19  3,10.10°+3,92.107 28,04£10,00  0,49+022  1,21#0,06  0,018+0,006
Cinética de mobilizacdo de linhagens recombinantes de E. coli abrigando o gene lonA de R.
eutropha.
Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB
(h) (/L) (UFC/mL) UMSC oL thsiltlzl_ual (@)
/L)
CABpBBR5
0 1,96+0,11  2,28.102,40.108 34,17#4,04 0672010  1,29+0,09 0
3 2,15¢0,23  8,01.108+4,65.10° 33,194#3,39  0,7120,05 1,440,222 0
6 2,14+021  7,08.108+3,85.108 33,6843,06  0,72+0,03  1,420,21 0
24 1,89+053  6,76.10%+5,01.10° 33,2742,22  0,63t0,16  1,26+0,38 0
48 2,78+¢0,32  5,63.108+2,53108 33,05#3,77  0,7020,16  1,410,11 0
72 2,10£0,32  7,14.108+2,21.10° 35,1342,39  0,74+0,10  1,37+0,24 0
LFM1133
0 3,06+¢0,89  9,77.108+3,06.10° 68,19+1,86  2,09+059  1,23:+0,17  0,008+0,003
3 3,71¥0,15  5,63.108+4,63.108 69,744527  259+0,09  1,24+0,12  0,009+0,002
6 3,76+0,04  5,24.108+4,04.107 73,1142,89  2,74+013  1,29+0,13  0,012+0,006
24 3,82+¢0,15  3,25.108+3,17.107 68,914582  2,63:020  1,16+0,15  0,011+0,003
48 3,810,222  1,16.18%1,41.10° 74274320 283011  1,24:+021  0,012+0,001
72 3,67+0,03  1,38.108+4,41.107 74,25+433  2,72¢014  1,21:¥0,06  0,014+0,003
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Cinética de mobilizacdo de linhagens recombinantes de E. coli abrigando simultaneamente o
gene phazal e lonA de R. eutropha.

Linhagem Tempo MSC Viabilidade Celular P3HB MS 3HB

(h) (g/L) (UFC/mL) UMSC oL thsi/?l_ual (/L)
/L)
CABpBBR2
pBBR5 0 2,09+0,82  2,00.109+3,24.108 31,77+4,68 0,65+0,35  1,42+0,81 0

3 2,01+0,97 3,49.108+2,12.108 33,57+4,83 0,66+0,41  1,36+0,96 0
6 1,78+1,05 3,93.108+2,08.108 34,26+7,04 0,64+0,36  1,35+1,02 0
24 1,91+0,77 2,72.108+1,01.108 34,1315,76 0,66+0,29 1,33%0,78 0
48 1,91+0,92 2,35.108+5,41.107 33,68+6,03 0,67+0,38 1,37+0,89 0
72 2,02+0,80  3,25.108+9,18.107 33,98+4,25 0,64+0,29  1,33+0,83 0

LFM1135 |
0 2,94+190  6,13.107+2,99.107 22,16+10,54 0,54+0,26  1,79+0,25 0,013+0,007
3 2,40£0,95 4,60.107+1,41.107 21,71+4,78 0,47+0,27 1,58+0,04 0,014+0,005
6 1,85+0,23 3.16.107+1,51.107 19,46+6,24 0,34+0,19  1,34+0,02 0,012+0,010
24 2,28+0,51 4,66.107+1,53.107 17,39+6,11 0,34+0,14 1,57+0,02 0,018+0,010
48 2,18+0,38  3,31.107+1,69.107 17,23+7,61 0,34+0,17  1,55+0,00 0,018+0,015
72 3,2240,24  1,59.107+4,57.108 15,08+6,33 0,45+0,22  2,41+0,00 0,017+0,008

LFM1135 11
0 3,68+1,11  3,09.108+3,56.108 41,62+0,91 1,62£0,66 2,15+0,23  0,020+0,007
3 3,64+0,78 2,50.108+1,20.108 33,30+2,65 1,17#0,39  2,28+0,27 0,016+0,005
6 3,48+0,93  1,32.10%45,82.107 31,5545,59 0,97+0,28  2,50+0,64 0,015+0,006
24 3,39+£1,08 2,14.108+1,24.108 23,13+3,83 0,71+0,07  2,50+0,85 0,011+0,004
48 3,80+2,06  9,08.107+5,88.107 23,39+2,50 0,72+0,12  2,66+1,55 0,013+0,000
72 3,61+0,59  1,32.10%+9,53.107 18,95+4,66 0,64+0,15 2,83+0,62 0,015+0,005

LFM1136
0 2,36+0,13 3,19.108+8,39.107 36,21+0,74 0,85+0,06 1,51+0,06 0,003+0,001
3 2,16+0,07 3,17.108+9,07.107 27,99+0,52 0,60+0,03 1,56+0,04 0,009+0,000
6 2,10+0,16  1,20.108+5,44.107 25,51+0,56 0,54+0,03 1,56+0,13 0,013+0,002
24 1,89+0,23  1,91.108+1,49.108 22,87+1,39 0,43+0,03  1,46x0,20 0,016+0,003
48 1,92+0,04 1,22.18%+1,01.107 19,48+0,16 0,39+0,04 1,53+0,01 0,017+0,001
72 1,82+0,01  1,28.108+3,09.107 15,08+3,58 0,33+0,01  1,49+0,00 0,018+0,002




