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RESUMO

A crescente demanda global por fontes de energia renovaveis e sustentaveis tem
aumentado o destaque econdmico dos biocombustiveis nas ultimas décadas. Entre os
principais biocombustiveis produzidos industrialmente, estd o etanol produzido por
microrganismos. A producdo de etanol a partir de biomassa vegetal ¢ grande interesse
econdmico e ambiental. Neste contexto, a bactéria Gram-negativa Zymomonas mobilis
tem grande destaque devido a sua elevada producdo de etanol e tolerancia aos fatores de
estresse fermentativo.

Neste trabalho, o principal objetivo foi estudar os mecanismos de tolerancia ao
estresse fermentativo em Z. mobilis ZM4. Para tal, o perfil de crescimento, produgdo e
tolerancia ao etanol foi caracterizado e os métodos de manipulagdo genética em Z. mobilis
foram estabelecidos, com a defini¢do e teste de vetores de expressao, além de um sistema
eficiente para a deleg@o génica.

O gene correspondente a proteina ZM0O0994 (LEA-like) foi deletado com sucesso
do genoma de Z. mobilis ZM4 e a linhagem resultante demonstrou perda significativa da
tolerancia ao estresse osmotico induzido por glicose e aumento da tolerancia ao etanol.
Esse ¢ o primeiro relato de correlagdo entre uma proteina LEA-like bacteriana e os
mecanismos de resposta ao estresse de fermentacao alcoolica.

At¢ o momento, ndo had nenhum trabalho publicado que demonstre
experimentalmente o papel dos fatores sigma de Z. mobilis e nem a sua relagdo com os
mecanismos de resposta ao estresse.

Desta forma, os fatores sigma 70, sigma 32 e sigma 24 foram superexpressos em Z.
mobilis ZM4 para investigar como esses fatores transcricionais se relacionam com a
resposta as diferentes condi¢cdes de estresse fermentativo. A superexpressdo do fator
sigma 32 aumentou a velocidade de crescimento em cultivos a 39°C e com 160 g/L de
glicose, além de aumentar em 10% a taxa de consumo de glicose. O efeito em relacao a
tolerancia ao etanol foi antagonico, diminuido a tolerancia. A linhagem que superexpressa
o fator sigma 24 também apresentou tolerancia aumentada ao choque térmico, mas a
relacdo com os outros fatores de estresse ndo foi conclusiva.

Desta forma, ¢ possivel descrever o antagonismo existente entre a resposta ao
estresse osmotico induzido por glicose e a resposta a elevadas concentragdes de etanol,
com o papel essencial desempenhado pela proteina ZMO0994 e pelo fator sigma 32. O
melhor entendimento desses mecanismos contribui para o melhoramento de linhagens
industriais de Z. mobilis, o que pode impactar diretamente a viabilidade economica dos

biocombustiveis produzidos por essa bactéria.
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ABSTRACT

The growing global demand for renewable and sustainable energy sources has
increased the economic prominence of biofuels in recent decades. Ethanol produced by
microorganisms is among the most explored biofuels. The production of ethanol from
plant biomass is of great economic and environmental interest. In this context, the Gram-
negative bacterium Zymomonas mobilis is highlighted due to its high ethanol production
and high tolerance to fermentative stress conditions.

In this work, the main goal was to study the mechanisms of tolerance to
fermentative stress in Z. mobilis ZM4. To do so, the growth, production and ethanol
tolerance was characterized. Genetic manipulation methods for Z. mobilis have also been
established. Efficient expression vectors and an accurate system for genetic knockout
were developed and tested.

The gene corresponding to the ZMO0994 protein (LEA-like) was successfully
deleted from Z. mobilis ZM4 genome and the resulting strain showed significant loss of
tolerance to osmotic stress induced by glucose and also showed increased tolerance to
ethanol and heat. This is the first study to demonstrate a co-relation between a bacteria
LEA-like protein and the mechanisms of fermentation stress response.

To date, there is no published work that demonstrate the role of Z. mobilis sigma
factors and their relationship to stress response mechanisms. Therefore, sigma 70, sigma
32 and sigma 24 factors were overexpressed in Z. mobilis ZM4 to investigate how these
transcriptional factors relate to the response to different fermentative stress conditions.

Overexpression of sigma 32 increased the strain growth rate at 39°C and with 160
g/L of glucose, also increasing in 10% the glucose consumption rates. The effect on
ethanol tolerance was opposite, decreasing tolerance. The strain that overexpresses the
sigma 24 also presented increased tolerance to heat shock, but the correlation to other
stress factors was not conclusive.

Therefore, it is possible to describe the antagonism between glucose-induced
osmotic stress response and the response to high ethanol concentrations in Z. mobilis
ZM4, highlighting the essential role played by the ZM0O0994 protein and the sigma 32
factor. The better understanding of these mechanisms contributes to the improvement of
industrial strains of Z. mobilis, which may directly impact the economic viability of the

biofuels produced by this bacterium.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bioetanol

O mercado global de energia ainda ¢ dependente de combustiveis fosseis derivados
do petrdleo, cuja queima sem controle ¢ responsavel diretamente pela poluicio
atmosférica e disturbios climaticos (LELIEVELD et al., 2015; SOMMER, 2016). Neste
cenario, a demanda por combustiveis renovaveis e ambientalmente sustentdveis tem
aumentado em diversos paises do mundo, sendo os biocombustiveis produzidos por
microrganismos uma opg¢ao de destaque no cenario econdmico e tecnologico das tltimas
décadas (DEMIR; GOZGOR, 2018; FARRELL et al., 2006; LANZAFAME et al., 2017,
LU, 2017).

Entre os biocombustiveis mais comuns estdo os alcoois de cadeia curta como
metanol, etanol, butanol e isopentanol produzidos a partir de carboidratos, e os ésteres de
cadeia longa que compdem o biodiesel produzido por transesterificagdo de Oleos e
gorduras biologicas. Embora a quantidade de biocombustiveis que poderiam substituir a
gasolina seja grande, apenas o etanol e biodiesel tiveram o seu uso difundido
(WESTBROOK, 2013). Dentre os combustiveis liquidos, o etanol apresenta 6timo
desempenho em motores do Ciclo de Otto, possuindo octanagem superior a gasolina,
menor pressao de vapor e consequentemente menos emissdes gasosas, além de ser menos
inflamavel, o que reduz o impacto das explosdes no motor (GOLDEMBERG, 2008;
WESTBROOK, 2013).

A produgdo mundial de etanol dobrou entre 2007 e 2017, pincipalmente devido ao
aumento na produtividade de milho (E.U.A.) e de cana-de-actcar (Brasil) e na eficiéncia
dos processos de conversdo de biomassa em etanol (MEKONNEN et al., 2018; RFA,
2017). No Brasil, o processo de fermentagdo para producdo de etanol ¢ feito em grandes
dornas ndo-estéreis segundo adaptacdes do processo de Melle-Boinot, que utiliza altas
densidades celulares em batelada alimentada semi-continua para fermentar caldos com
altas concentracdes de agucar, produzindo altas concentracdes de etanol com rendimentos
de 90-92% do maximo tedrico. Outra peculiaridade do processo utilizado no pais ¢ a
reciclagem das leveduras por meio de um processo de centrifugacio e lavagem em acido

sulfurico diluido (para reduzir a contaminacao bacteriana), onde mais de 90% das células
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sdo reutilizadas nas fermentacdes subsequentes durante os 200-250 dias da estagdo de
colheita. Este procedimento resulta em elevadas densidades celulares no fermentador (8-
17% v/v), contribuindo para os curtos tempos de fermentacao (6-10 horas) (AMORIM et
al., 2011; BASSO et al., 2008; WHEALS et al., 1999).

Atualmente, o principal organismo escolhido pela industria para a fermentacao
alcodlica ¢ a levedura Saccharomyces cerevisiae, que apresenta alta eficiéncia e
resisténcia as condi¢des de fermentacdo industrial (GONCALVES; DOS SANTOS; DE
MACEDO, 2015; KITICHANTAROPAS et al.,, 2016). Outro organismo que tem
destaque no cenario global de produgao de etanol ¢ a bactéria Gram-negativa Zymomonas
mobilis, que também compartilha de diversas caracteristicas importantes para a
fermentagdo industrial, como a elevada resisténcia a condigdes de estresse fermentativo
e a produtividade de etanol superior a S. cerevisiae, consequéncia da baixa produgdo de

biomassa e elevado consumo de glicose (ROGERS et al., 2007; ZABED et al., 2014).
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1.2. Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria Gram-negativa que naturalmente utiliza apenas
algumas hexoses como fontes de carbono e produz quantidades equimolares de diéxido
de carbono e etanol (SWINGS; DE LEY, 1977). E uma bactéria ubiqua, sendo isolada do
solo de diversas partes do mundo, além de ser encontrada em varios produtos, como cidras
e cervejas europeias (COTON et al., 2006; DADDS; MARTIN, 1973; MILLIS, 1956),
fermentados de agave no México (GONCALVES DE LIMA; LARIOS; AZEARATE,
1951; LINDNER, 1928), fermentados de seiva de palmeiras na Africa e na Asia
(FAPARUSI, 1974; OKAFOR, 1975) e fermentado de cana-de-acicar no Brasil
(GONCALVES DE LIMA et al., 1970).

O primeiro isolamento e estudo de bactérias do género Zymomonas ocorreu em
cidras contaminadas em 1912 (BARKER; HILLIER, 1912), mas os autores ndo deram
uma nomenclatura cientifica as bactérias encontradas, entdo o primeiro estudo que
classificou esses organismos foi proposto por Lindner (1928). Apds cinco mudangas
consecutivas de classificagdo, o género Zymomonas foi definido como uma
alfaproteobacteria com flagelos polares e capacidade de realizar fermentagdo alcodlica
(KLUYVER; NIEL, 1936).

Ap6s vérias décadas de reclassificacdo de diferentes subespécies e linhagens, a
espécie Z. mobilis ¢ considerada, atualmente, a inica espécie descrita para o género
Zymomonas. Trés subespécies sdo conhecidas: Z. mobilis subsp mobilis, que ¢ um agente
fermentador natural de varios substratos, como agave e cana-de-acucar; Z. mobilis subsp
pomaceae, que ¢ encontrada como contaminante em cerveja e cidra inglesa; e Z. mobilis
subsp francensis, caracterizada em 2006 como um contaminante de cidra francesa
(COTON et al., 2006; DE LEY; SWINGS, 1976; SNEATH; MCGOWAN; SKERMAN,
1980).

A subespécie Z. mobilis subsp mobilis é tradicionalmente a mais utilizada em
estudos fermentativos e aplicacdes biotecnoldgicas. Este grupo apresenta dezenas de
linhagens isoladas (CHEN et al., 2018; COTON et al., 2006; DE ARAUJO et al., 2018;
SILVA et al., 2015), sendo a Z. mobilis ZM4 (ATCC 31821) a linhagem modelo e a
primeira a ter o status GRAS (Generally Recognized As Safe) reconhecido e o genoma

sequenciado (SEO et al., 2005).
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A linhagem ZM4 ¢ derivada da linhagem CP4, que foi isolada originalmente em
fermentados de cana-de-agucar em Recife, Brasil (GONCALVES DE LIMA et al., 1970;
SWINGS; DE LEY, 1977). Apesar de diversos trabalhos considerarem que ambas sdo a
mesma linhagem, alguns estudos demostram diferencas genotipicas e fenotipicas entre
estas (KOUVELIS et al., 2014; ZOU et al., 2011).

Entre as caracteristicas que tornaram Z. mobilis ZM4 a linhagem modelo do género,
destacam-se a elevada producdo de etanol (préximo ao limite tedrico), resisténcia a
temperaturas superiores a 40°C (a temperatura 6tima esta entre 30°C e 32°C), capacidade
de utilizar sacarose como substrato, rdpido crescimento em altas concentragdes de
acucares e crescimento em faixa de pH de 3,5 a 7,5 (JOBSES et al., 1986; LAUDRIN-
SEILLER et al.,, 1984; ROGERS et al.,, 2007; ROGERS; LEE; TRIBE, 1979;
SKOTNICKI et al., 1981). Todas essas caracteristicas contribuem para o potencial
biotecnoldgico que Z. mobilis apresenta (Tabela 1), ndo apenas para a producio primaria
de etanol, mas também para a producdo de outros metabolitos, como levana, sorbitol e
acido gliconico (JOHNS; GREENFIELD; DOELLE, 1991), e ainda para a industria de

conversao de biomassa de lignocelulose (HE et al., 2014).

Tabela 1. Comparacio de parametros fermentativos entre Z. mobilis, E. coli e S.

cerevisiae.
Parametro Z. mobilis  E. coli S. cerevisiae
Metabolismo Energético ED? EMP? e TCA* EMP?e TCA®
Rendimento tedrico de Etanol 98% 88%° 90-93%
Tolerancia ao Etanol (v/v) 16% 6% 15%
Faixa de pH 3,5-7,5 4,0-8.,0 2,0-6,5
Utilizacao de N> Sim Nao Nao
Status GRAS Sim Nao Sim

a. ED — Via glicolitica de Entner-Doudoroff; EMP — Via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas; TCA —
Ciclo do écido tricarboxilico. b. Rendimento na linhagem recombinante E. coli pLPA102. (OHTA et al.,
1991; PANESAR; MARWAHA; KENNEDY, 2006; TAN et al., 2017; WANG et al., 2018)
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1.3. Metabolismo de Z. mobilis

A bactéria Z. mobilis ficou conhecida nos anos 1950s devido a descoberta que esta
apresentava a via Entner-Doudoroff (ED) para utilizagdo anaerdbia de glicose e producao
de etanol (DEMOSS; GIBBS, 1951; ENTNER; DOUDOROFF, 1952). Isso chamou a
atencdo na época, pois, como nesta via hd apenas o saldo de uma molécula de ATP para
cada molécula de glicose utilizada, ela normalmente era encontrada em organismos
estritamente aerdbios. Em estudos posteriores, foi identificado que a via ED pode
apresentar algumas variacdes e que ¢ amplamente distribuida entre bactérias Gram-
negativas, além de ser encontrada em algumas bactérias Gram-positivas, arqueas e até em
alguns eucariotos (AHMED et al., 2004, 2005; BUDGEN; DANSON, 1986; CONWAY,
1992; GARRITY; BELL; LILBURN, 2005; KERSTERS; DE LEY, 1968; ROMANO;
CONWAY, 1996; SUTTER et al., 2016).

Em Z. mobilis, a via ED ¢ detalhadamente descrita (BARROW et al., 1984; DE
GRAAF et al., 1999; KALNENIEKS et al., 2014; OSMAN et al., 1987) ¢ todas as
enzimas ja& foram purificadas e caracterizadas cineticamente (PAWLUK; SCOPES;
GRIFFITHS-SMITH, 1986; SCOPES, 1983, 1984; SCOPES et al., 1985; SCOPES;
GRIFFITHS-SMITH, 1984; ZACHARIOU; SCOPES, 1985). O ponto chave de diferenga
entre essa via metabdlica e a via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) est4 no
intermediario de 6 carbonos utilizado para a clivagem por aldolases. A via EMP utiliza a
clivagem de frutose-1,6-difosfato (FDP) pela enzima FDP aldolase para formar uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e outra molécula de dihidroxicetona-fosfato.
Enquanto a via ED utiliza a clivagem de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato (KDPG) pela
enzima KDPG aldolase para formar uma molécula de GAP e outra molécula de piruvato
(Figura 1). Desta forma, apenas uma molécula de GAP continua o caminho glicolitico até
outro piruvato, diminuindo o saldo final de ATP de dois (na via EMP) para um (na via

ED) (CONWAY, 1992; RUTKIS et al., 2013).
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Figura 1. Esquema representativo da via glicolitica de Entner-Doudoroff em Z. mobilis. Os niimeros em
vermelho indicam as enzimas responsaveis pelas reagdes quimicas. 1. Hexoquinase; 2. Fosfoglicose
isomerase; 3. Glicoquinase; 4. Glicose-6P desidrogenase; 5. 6-Fosfoglucono-lactonase; 6. 6-fosfogluconato
dehidratase; 7. 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolase; 8. Gliceraldeido-3P desidrogenase; 9. 3-
fosfoglicerato quinase; 10. Fosfoglicerato mutase; 11. Enolase; 12. Piruvato quinase; 13. Piruvato
descarboxilase; 14. Alcool desidrogenase.
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Além da via glicolitica de ED, Z. mobilis possui uma versao reduzida do ciclo do
acido tricarboxilico. Diversas enzimas do ciclo estdo ausentes em ensaios de atividade
(BRINGER-MEYER; SAHM, 1989; DAWES; LARGE, 1970) e as sequéncias dos genes
do complexo da a-cetoglutarato desidrogenase e da malato desidrogenase nao foram
encontradas no genoma (SEO et al., 2005). Aparentemente, esse ciclo metabolico ¢
responsavel apenas pela produgdo e reciclagem de metabolitos para biossintese de
moléculas em Z. mobilis (KALNENIEKS, 2006; SOOTSUWAN et al., 2008).

Outra peculiaridade metabdlica em Z. mobilis, ¢ o elevado uso de ATP em reagdes
desacopladas do crescimento celular, o que leva a uma alta taxa de consumo de glicose
(JONES; DOELLE, 1991; SPRENGER, 1996). Esse fendmeno estd principalmente
associado ao uso de bombas de H" dependentes de ATP (ATPases) para manter o pH
intracelular equilibrado, levando a uma baixa eficiéncia energética. Desta forma, Z.
mobilis chega a converter até¢ 98% da glicose consumida em etanol e di6xido de carbono,
e apenas 2% em biomassa (KALNENIEKS, 2006; MOTAMEDIAN; SAEIDI;
SHOJAOSADATI, 2016; RUTKIS et al., 2014). Esse fato ¢ o principal motivo que levou
Z. mobilis a ser considerada uma bactéria de grande interesse biotecnoldgico e industrial.

Para produzir etanol, Z. mobilis utiliza duas enzimas para a conversao do piruvato
obtido pela via glicolitica de ED, piruvato descarboxilase (PDC), que converte piruvato
em acetaldeido e CO», e alcool desidrogenase (ADH), que converte acetaldeido em etanol
(Figura 1). Em diversas condi¢des de cultivo, PDC ¢ a proteina com maior nivel de
expressdo em Z. mobilis, chegando a representar até 5% do total de proteinas do extrato
intracelular (ALGAR; SCOPES, 1985; CONWAY et al., 1987; DAWES; RIBBONS;
LARGE, 1966; DIEFENBACH; DUGGLEBY, 1991; RUTKIS et al., 2013). A PDC de
Z. mobilis ja foi produzida funcionalmente de forma heteréloga em diversos organismos,
como em outras bactérias (BALAGURUNATHAN; TAN; ZHAO, 2018; LEE et al.,
2014), em arquea (KACZOWKA et al., 2005) ¢ em planta (BUCHER; BRANDLE;
KUHLEMEIER, 1994)

Embora a utilizagdo industrial de Z. mobilis seja promissora, ainda ¢ restrita por
conta da pequena diversidade de substratos que ¢ capaz de utilizar. Basicamente, as
linhagens selvagens utilizam apenas glicose, frutose e sacarose, e existem linhagens
recombinantes capazes de consumir pentoses como xilose (ZHANG et al., 1995) e
arabinose (DEANDA et al., 1996), e outras capazes de fermentar substratos complexos

como madeira (YANASE et al., 2012) e lignocelulose (CHEN et al., 2009).



INTRODUCAO

A perspectiva de producdo de etanol a partir de lignocelulose ¢ de grande interesse
econdmico e ambiental, e Z. mobilis esta entre os mais provaveis candidatos para uma
solucdo economicamente vidvel, considerando que apresenta elevada resisténcia as
condi¢des e substancias encontradas no hidrolisado de lignocelulose, como acido acético,
furfural e hidroximetil-furfural (GU; ZHANG; BAO, 2015; LIU et al., 2017,
TODHANAKASEM et al., 2018; YI et al., 2015).
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1.4. Tolerancia ao estresse fermentativo em Z. mobilis

As condi¢des ambientais para a producao industrial de etanol variam muito durante
o processo fermentativo. Pode ocorrer acidificagdo do meio de cultura, elevagdo da
temperatura acima da 6tima, elevada pressdo osmética e o acimulo de produtos toxicos
para a célula, como o proprio etanol. Desta forma, a tolerancia das células a essas
condi¢des ¢ essencial para a produtividade e viabilidade econdmica do processo
(ANSANAY-GALEOTE et al., 2001; ATTFIELD, 1997; IVORRA; PEREZ-ORTIN;
DEL OLMO, 1999).

A linhagem Z. mobilis ZM4 ¢ considerada a linhagem selvagem mais robusta e
produtiva nas condi¢des de cultivo industrial, mas outras linhagens podem ser mais
tolerantes a condicdes especificas de estresse (ROGERS et al., 2007). A linhagem TISTR
405 foi isolada na Taildndia e apresenta maior produgdo de etanol a 40°C do que a
linhagem ZM4, mas ¢ menos eficiente na utilizagdo de sacarose e pouco tolerante a
acidificacdo do meio (PORNTHAP et al., 2011; SOOTSUWAN et al., 2007). A linhagem
TISTR 548 ¢ outro isolado tailandés mais termotolerante do que a ZM4 e tem sido usado
como um modelo de estudo para os mecanismos de choque térmico em Z. mobilis
(CHAROENSUK et al., 2017).

Além das linhagens selvagens, existem algumas linhagens recombinantes que
apresentam maior resisténcia as condigdes de estresse fermentativo. Com o uso de
mutagéneses por transposon, a linhagem ZMT?2 foi selecionada por apresentar melhor
producdo de etanol do que a linhagem ZM4 em meio contendo 20 g/L de cloreto de sodio
(WANG et al., 2016b). Com o uso de outros métodos mutagénicos, também ja foram
desenvolvidas linhagens mais tolerantes a acido acético e baixo pH (SHUI et al., 2015;
WU et al., 2019), a altas concentragoes de furfural (HUANG et al., 2018; TAN et al.,
2015) e até mais tolerantes a etanol (TAN et al., 2016).

Embora diversos métodos ja tenham sido utilizados para desenvolver linhagens
industriais mais robustas de Z. mobilis, estes se baseiam em abordagens de mutagénese
aleatdria e geralmente pouco efetiva. Como o conhecimento sobre a regulacdo molecular
dos mecanismos de resposta ao estresse em Z. mobilis é limitado e esse tipo de fenodtipo
¢ muito complexo, o uso de engenharia metabdlica direcionada para o aumento de
tolerancia e produtividade ainda ¢ restrito, mas promissor (WANG et al., 2018; ZHANG
et al., 2019).
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Algumas abordagens transcriptdmicas e protedmicas tém sido utilizadas para a
caracterizacdo da resposta de Z. mobilis a substancias de estresse como acetato, furfural
¢ etanol (HE et al., 2012a; YANG et al., 2013, 2014), além de condigdes de estresse
osmotico (ZHANG et al., 2015) e térmico (CHAROENSUK et al., 2017), mas apesar do
volume de dados adquiridos, ainda ndo ha nenhum modelo proposto que descreva os
mecanismos de adaptagdo a essas condigdes.

No trabalho de doutorado de Yang, (2011), foi observado que uma cultura de Z.
mobilis ZM4 quando ¢ estimulada com a molécula de quorum sensing bacteriano
Autoindutor-2 (AI-2), produzido pela linhagem de E. coli KX1123 (XAVIER,;
BASSLER, 2005), aumentou a produgao e a tolerancia ao etanol, além de alterar o perfil
de producao de proteinas produzidas pela célula. No entanto, os mecanismos e até a

comprovagdo desse fendmeno ainda exigem mais estudos.
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1.5. Quorum sensing bacteriano e o autoindutor tipo 2 (Al-2) em Z. mobilis

Quorum sensing (QS) ¢ um processo de comunica¢do quimica que as bactérias
usam para perceber a densidade celular e coordenar o comportamento coletivo de uma
comunidade (ATKINSON; WILLIAMS, 2009; SAFARI et al., 2014). Essa comunicagao
¢ mediada por moléculas chamadas de autoindutores (AI). Existem quatro modelos
diferentes para os autoindutores: o grupo das acil-homoserina lactonas (Al-1), comum na
comunicagdo intraespecifica de bactérias Gram-negativa (MILLER; BASSLER, 2001);
um conjunto de substancias interconversiveis da classe do furanosil-borato-diéster (Al-
2), que esta associado a comunicagdo interespecifica tanto em bactérias Gram-positivas
quanto Gram-negativas (PAPPAS; WEINGART; WINANS, 2004); um possivel sistema
AI-3 que ainda ndo possui estrutura conhecida (SPERANDIO et al., 2003); e peptideos
(AIP) que sdo geralmente encontrados em bactérias Gram-positivas para a comunicagao
intraespecifica (MILLER; BASSLER, 2001).

No trabalho de Yang, (2011), foi descoberto que uma cultura de Z. mobilis quando
¢ estimulada com o AI-2 (XAVIER; BASSLER, 2005), muda o perfil de proteinas
produzidas em comparagdo com uma cultura controle. Duas proteinas citoplasmaticas
que estavam superexpressas na presenca de Al-2 foram identificadas por espectrometria
de massa como piruvato descarboxilase (ZMO1360) e enolase (ZMO1608), o que
corroborava a hipotese de aumento da via de Entner—Doudoroff e consequentemente do
aumento na producdo de etanol.

Outra proteina que foi identificada no sobrenadante da cultura de Z. mobilis com o
estimulo do AI-2 ¢ a proteina ZMO0994, até entdo somente prevista no genoma e que
tem homologia ao grupo de proteinas LEA — abundancia tardia na embriogénesis
(GOYAL; WALTON; TUNNACLIFFE, 2005). Em um trabalho ainda nao publicado, a
expressdo dessa proteina em E. coli aumentou a tolerancia da cultura a estresses
ambientais, como temperatura e etanol, o que levou a hipdtese de que o suposto aumento
na tolerancia ao etanol de Z. mobilis ZM4 na presenca de Al-2 ¢ uma consequéncia da
expressao dessa proteina. Um efeito similar foi relatado para uma linhagem de

Saccharomyces cerevisiae quando exposta a moléculas de quorum sensing do tipo Al-1

(REN et al., 2016).
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1.6. A proteina ZM0O0994 e o grupo das proteinas LEA

A proteina ZMO0994 de Z. mobilis ZM4 ¢ uma pequena proteina hipotética com
172 aminodcidos. A regido codificadora foi identificada na anotagcdo do genoma (SEO et
al., 2005), mas nenhum trabalho publicado até o momento, além da tese de Yang (2011),
divulgou a detec¢do efetiva dessa proteina. Nos transcriptomas comparativos disponiveis,
a Gnica mencao de alteragdo nos niveis do mRNA desse gene ocorreu quando Z. mobilis
foi exposta a elevadas concentragdes de glicose (HE et al., 2012a, 2012b; YANG et al.,
2009a, 2013; Yl etal., 2015; ZHANG et al., 2015).

A anélise de motivos revela que a proteina ZM0O0994 apresenta similaridade ao
grupo de proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), que foram caracterizadas como
um grupo heterogéneo de proteinas que se acumulam em elevados niveis na fase tardia
da embriogénese vegetal, momento em que as sementes perdem quase todo o seu
contetido de agua (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001). De fato, varios estudos
demonstram que essas proteinas se acumulam em diversos tecidos vegetais em resposta
a falta de agua, estresse osmotico e baixas temperaturas (BATTAGLIA et al., 2008;
HINCHA; THALHAMMER, 2012; INGRAM; BARTELS, 1996).

Apesar do nome atribuido a esse grupo de proteinas, elas ndo sdo exclusivas de
plantas. Uma grande variedade de proteinas “tipo-LEA” sdo encontradas em outros
grupos de seres vivos (HAND et al., 2011), como bactérias (STACY; AALEN, 1998),
leveduras (MTWISHA et al., 1998), artrépodes (HAND et al., 2007; KIKAWADA et al.,
2006), nematoides (BROWNE; TUNNACLIFFE; BURNELL, 2002) e humanos (HALL;
OWENS; SINGH, 2011). Sete grupos de proteinas LEA sdo descritos baseados na
similaridade das sequéncias de aminoacidos, sendo geralmente muito hidrofilicas e com
auséncia ou baixa presenca de cisteina e triptofano (DURE, 1993; GARAY-ARROYO et
al., 2000).

As proteinas LEA foram descritas pela primeira vez hé 38 anos (DURE; GALAU,
1981), mas o seu funcionamento ainda ndo ¢ totalmente compreendido. Sabe-se que a
superexpressdo de proteinas LEA levou ao aumento da resisténcia ao estresse hidrico e
ao frio em plantas (OLVERA-CARRILLO et al., 2010; PUHAKAINEN et al., 2004; XU
et al., 1996), e que a expressdo heterdloga de proteinas LEA de plantas em bactéria e
levedura levou ao aumento da tolerancia ao estresse osmotico induzido por sais e ao

estresse de congelamento (IMAI et al., 1996; LIU; ZHENG, 2005).
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Em Z. mobilis, a proteina ZM0O0994 apresenta quatro repeticoes do motivo de 11
aminodcidos que caracterizam o grupo de proteinas LEA do tipo 3 (DURE, 1993). Em
plantas ¢ demonstrado que esse grupo de proteinas LEA pode conferir proteg¢do ao sitio
catalitico de algumas enzimas em condicdes de falta de d4gua e em baixas temperaturas
(FURUKI; SAKURALI 2016; LIU et al., 2016), mas at¢ o momento, nenhum estudo ja

foi publicado sobre o papel que apresentam as proteinas tipo-LEA nativas de bactérias.
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1.7. O genoma de Z. mobilis

O primeiro genoma sequenciado de Z. mobilis foi publicado em 2005 para a
linhagem ZM4 (SEO et al., 2005) e, até 0 momento, mais oito outras linhagens tiveram o
genoma sequenciado, tornando possivel a comparacao intraespecifica (Tabela 2). O pan-
genoma de Z. mobilis, que representa a somatdria dos genes encontrados nas diferentes
linhagens de uma espécie, apresenta 1945 ORFs (Open Frame Reads), sendo 1428 genes
essenciais, 507 genes acessorios € 10 genes unicos em alguma linhagem. Os genes
essenciais estdo relacionados ao metabolismo de carboidratos, replicagdo, transcrigdo e
traducdo e s@o muito conservados entre as diferentes linhagens (CHEN et al., 2018).

A anotagdo do genoma de Z. mobilis ZM4 foi atualizada em 2009 e novamente em
2018 (YANG et al., 2009b, 2018). Este ¢ composto por um Uinico cromossomo circular e
quatro plasmideos, com tamanho total de aproximadamente 2,06 Mpb, sendo encontrados
1819 genes, além de 3 regides para a transcri¢do de RNA ribossomal (1685, 23S e 5S) e
51 regides codificadores de RNA transportador (SEO et al., 2005; YANG et al., 2009b).
Os plasmideos s6 foram corretamente descritos na Ultima atualizagdo devido a erros de
classificagdo das linhagens ZM4 e CP4, pois até entdo, era considerado que os cinco
plasmideos da linhagem CP4 fossem os mesmos da linhagem ZM4. Desta forma, os
quatro plasmideos de ZM4 apresentam entre 32 e 40 kpb cada, totalizando
aproximadamente 141,6 kpb, com um total de 150 ORFs previstos. Todos os plasmideos
apresentam baixo numero de copias (entre uma e duas copias por célula), mas podem
variar a quantidade de acordo com as condi¢des de cultivo e devido a presenca de genes
heter6logos (YANG et al., 2018).

A analise do genoma de Z. mobilis revela diferengas estruturais quando comparado
com outras bactérias Gram-negativas, mas os mecanismos celulares basicos de
transcri¢do e traducdo sdo aparentemente conservados. Uma peculiaridade observada, ¢ a
auséncia do gene da subunidade sigma 38 da RNA polimerase na anotagdo do genoma,
isso chama a atencdo para a regulacdo transcricional dos mecanismos de resposta ao

estresse fermentativo, considerando que geralmente esse ¢ o fator sigma responsavel.
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Tabela 2. Linhagens de Z. mobilis com o genoma sequenciado

Linhagem Tamanho GC% Genes Plasmideos N de acessono Origem Referéncia
(Mb) NCBI
ZM4 2,06 46,3 1819 4 NC 006526.2 Brasil (YANG et
al., 2009b)
CP4 2,00 46,2 1860 5 CP006818.1 Brasil (KOUVELI
Setal.,
2014)
NRRL B- 2,01 46,2 1776 5 NZ CP003715.1 China (CHEN et
14023 al., 2018)
NRRL B- 2,01 46,2 1776 4 NZ _CP003709.1 China (CHEN et
12526 al., 2018)
ATCC 29192 1,99 44,1 1761 2 NC 015709.1 Reino (KOUVELI
Unido Setal.,
2011)
NCIMB 2,12 46,8 1879 3 NC 013355.1 Reino (KOUVELI
11163 Unido Setal.,
2009)
ATCC 10988 2,02 46,2 1815 6 NC 017262.1 Meéxico (PAPPAS
etal., 2011)
ATCC 29191 1,96 46,2 1787 3 NC 018145.1 Congo (DESINIOT
IS et al.,
2012)
NRRL B- 2,05 46,1 1804 2 CP021053.1 Reino (CHACON-
1960 Unido VARGAS
et al., 2017)
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1.8. Fatores sigma em Z. mobilis ZM4

Em bactérias, os fatores sigma sdao subunidades da RNA polimerase responsaveis
pelo reconhecimento da regido promotora e o recrutamento do nicleo da RNA polimerase
para o inicio da transcricdo. Existem diferentes fatores sigma em uma bactéria, sendo
cada sigma alternativo responsavel por mudangas no perfil transcricional da célula em
resposta a condi¢des ambientais (COOK; USSERY, 2013).

Em E. coli, sete diferentes fatores sigma sdo conhecidos (tabela 3): sigma 70 (rpoD)
¢ tradicionalmente o fator sigma utilizado para a transcricdo de genes basais durante o
crescimento vegetativo da bactéria (BURTON et al., 1981); sigma 38 (7poS) ¢ altamente
expresso durante a fase estaciondria e ¢ considerado o regulador central da resposta aos
estresses gerais (WEBER et al., 2005); sigma 54 (rpoN) ¢ responsavel pela transcri¢cao
de genes associados ao metabolismo de nitrogénio (ZHAO; LIU; BURGESS, 2010);
sigma 28 (fliA) atua nos genes relacionados a biossintese de flagelos (HEUNER;
HACKER; BRAND, 1997); sigma 19 (fecl) ndao ¢ encontrado em todas as linhagens de
E. coli e esta associado ao transporte de citrato férrico (COOK; USSERY, 2013); e os
fatores sigma 24 (rpoE) e sigma 32 (rpoH) sdo responsaveis pelos mecanismos de
resposta a choque térmico (KOO et al, 2009; RAINA; MISSIAKAS;
GEORGOPOULOS, 1995; YURA, 1996).

A anotagdo do genoma de Z. mobilis ZM4 apresenta apenas cinco fatores sigma
previstos (tabela 3): sigma 70 (ZMO1623), sigma 54 (ZM0O0274), sigma 32 (ZMO0749),
sigma 28 (ZM00626) e sigma 24 (ZMO1404) (SEO et al., 2005; YANG et al., 2009b).

O fator sigma 70 ¢ o mais estudado na maioria das bactérias e € o unico fator sigma
que ja foi testado experimentalmente em Z. mobilis (TAN et al., 2016, 2015), mas o
mecanismo completo de ativacdo da transcri¢do e as sequéncias de reconhecimento dos
promotores ainda ndo sdo totalmente descritas para muitas bactérias, inclusive Z. mobilis

(HE et al., 2018; PAGET; HELMANN, 2003).
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Tabela 3. Fatores Sigma de E. coli e correspondente em Z. mobilis

Equivalente em

Fator Sigma  Gene Fungao Principal 7 mobilis® Similaridade®
Sigma 70 rpoD Metabolismo Basal ZMO1623 63%
Sigma 54 rpoN  Metabolismo de Nitrogénio ZMO0274 55%
Sigma 38 rpoS Fase Estaciondria (Estresse) - -
Sigma 32 rpoH  Choque Térmico (citoplasma) ZM0O0749 61%
Sigma 28 JliA Biossintese do Flagelo ZMO0626 58%
Sigma 24 rpoE Choque Térmico (periplasma) ZMO1404 49%
Sigma 19 fecl Transporte de Citrato Férrico - -

*Preditas na anotag¢io do genoma (COOK; USSERY, 2013; SEO et al., 2005; YANG et al., 2009b). *Nivel

de similaridade baseado no alinhamento das sequéncias de aminoacidos (ALTSCHUL et al., 1990).

A auséncia do fator sigma 38 em uma bactéria que apresenta elevada resisténcia a
estresses ambientais e em que a concentragdo de etanol se torna muito elevada exatamente
na fase estaciondria, chama a atencao (SEO et al., 2005). Muitos trabalhos vém sendo
desenvolvidos nos ultimos anos para tentar elucidar os mecanismos moleculares de
tolerancia ao etanol em Z. mobilis, e at¢ o momento, nenhum substituto plausivel para o
fator sigma 38 foi encontrado (HE et al., 2012b; TAN et al., 2016; YANG et al., 2013,
2014). No trabalho de He et al. (2012), foi observado que a presenga de etanol no meio
de cultura induz a expressdo diferencial de todos os fatores sigma, exceto o sigma 32, e
que a maior diferenca de expressdo ¢ no fator sigma 24, o que levou a hipotese de que
sigma 24 sobrepde as funcdes de resposta ao choque térmico e ao estresse de etanol.

O fator sigma 24 ¢ um fator transcricional extracitoplasmatico (ECF) e esta
diretamente associado a integridade do envelope celular. Este ¢ responséavel pelo controle
da composicao e do dobramento de proteinas do periplasma e das membranas da célula,
podendo ser induzido por calor, etanol e estresse osmotico em outras bactérias (ADES,
2008; BIANCHI; BANEYX, 1999; ERICKSON; GROSS, 1989; GOPALKRISHNAN;
NICOLOFF; ADES, 2014; RAINA; MISSIAKAS; GEORGOPOULOS, 1995). Em
alfaproteobactérias, o fator sigma de resposta geral ao estresse (GSR) ¢ frequentemente
reportado como uma proteina ECF (STARON et al., 2009). O fator sigma 24 de Z. mobilis
ZM4 ¢ homologo ao fator sigma GSR de outras alfaproteobactérias, como Sphingomanas
sp. (KACZMARCZYK et al., 2011), mas ndo pertence a nenhum subtipo de ECF ja

caracterizado.
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Em relagdo ao choque osmotico, o fator sigma 32 ¢ o nico a apresentar aumento
transcricional quando Z. mobilis ¢ cultivada na presenga de altas concentragdes de glicose
(ZHANG et al., 2015). Esse fator sigma ¢ tradicionalmente o ativador do sistema de
resposta a choque térmico e ¢ muito conservado entre bactérias (NAKAHIGASHI,
YANAGI; YURA, 1995). Sigma 32 pode também apresentar fungdes especificas, como
a ativacao da esporulagdo em Bacillus subtillis (NANAMIYA et al., 1998), ou a regulacao
do dobramento de proteinas em E. coli (LIM et al., 2013).

At¢ o momento, ndo h4a nenhum trabalho publicado que demonstre
experimentalmente o papel dos fatores sigma de Z. mobilis e nem a sua relagdo com os

mecanismos de resposta ao estresse.
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1.9. Manipulag¢ao Genética em Z. mobilis

A manipulacdo genética de organismos selvagens ¢ sempre mais complexa do que
a de linhagens laboratoriais. A preseng¢a de sistemas de restricdo endogenos e a falta de
informagdes a respeito de origens de replicagdo e mecanismos de estabilidade génica
dificultam os processos de transformacao e manutenciao do material genético heterologo.

O primeiro obstaculo para a expressdo de genes heterdlogos em Z. mobilis ¢ a
escolha de um plasmideo replicativo que tenha estabilidade e alta eficiéncia de
transformagdo. Os primeiros plasmideos utilizados em Z. mobilis basearam-se no
plasmideo pACYC184 (CHANG; COHEN, 1978), mas apresentam baixa eficiéncia de
transformagdo, principalmente quando sdo maiores do que 6 kb (ZOU et al., 2011). Os
plasmideos da série pPBBRIMCS apresentam origem de replicagdo inespecifica, que ¢é
replicativa em um grande numero de bactérias Gram-negativas (KOVACH et al., 1994,
1995). Essa origem de replicacdo ja foi utilizada em diversos estudos em Z. mobilis. Além
de serem mais eficientes em vetores maiores, também sdo mais estaveis na auséncia de
pressdo seletiva (ZOU et al., 2012). Alguns outros vetores com as origens de replicagdo
naturais de Zymomonas também estdo sendo criados e inicialmente apresentam elevada
estabilidade, além de um controle maior sobre o nimero de copias de acordo com a
origem de replicagao utilizada (CAO et al., 2016).

Outra questdo pouco explorada em Z. mobilis sdo os promotores € mecanismos de
controle transcricionais. Nao ha até o momento nenhum trabalho comparativo sobre o uso
de diferentes promotores para a expressao heterdloga em Z. mobilis, praticamente todos
os trabalhos utilizam a regido promotora do gene da piruvato descarboxilase (pdc), da
gliceraldeido-3P desidrogenase (gap) ou da enolase (eno), que foram demonstrados como
constitutivamente expresso em altos niveis no inicio da década de 1990 (BURNETT;
LIU; CONWAY, 1992; CONWAY etal., 1987; CONWAY; SEWELL; INGRAM, 1987;
REYNEN et al., 1990; UHLENBUSCH; SAHM; SPRENGER, 1991). Também nao ha
nenhum trabalho, at¢é o momento, que identifique experimentalmente os motivos de
ligacdo de fatores transcricionais em qualquer promotor de Z. mobilis.

Em um trabalho sobre o sistema de secrecdo de Z. mobilis, foram identificados
alguns peptideos sinais especificos. Varios destes foram testados em construcdes
fusionadas a celulases, sendo que o sistema com secre¢do mais eficiente ocorreu quando

o peptideo sinal da proteina ZMOO0130 de Z. mobilis ZM4 estava fusionado a extremidade
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amino-terminal da enzima (LINGER; ADNEY; DARZINS, 2010). Esse resultado
possibilitou a expressao heterdloga de proteinas no sobrenadante da cultura de Z. mobilis,
mas ainda ndo ha na literatura uma caracterizagdo deste sistema de secre¢do, nem dos
mecanismos de transporte e clivagem dos peptideos sinais.

Quando o objetivo ¢ integrar o DNA heter6logo no genoma ou deletar algum gene
de Z. mobilis, a principal estratégia utilizada ¢ a recombinagdo homologa dos fragmentos
com a regido alvo. Diversos trabalhos de delecdo ja foram realizados em Z. mobilis (HE
et al., 2014) e a transformacgao direta com o fragmento homologo amplificado por PCR
ou a utilizagdo de plasmideos suicidas sdo os métodos mais funcionais, mas que ainda
apresentam baixa eficiéncia (ALVIN et al., 2017; KERR et al., 2011; KHANDELWAL
et al., 2018). O uso de transposon para integracdo no genoma também ¢ efetivo em Z.
mobilis, mas falha ao direcionar o /ocus de integragdo (ZHANG et al., 2013). E o uso de
CRISPR-Cas9 ¢ outra possibilidade para direcionar a integragdo no genoma que comegou
a ser utilizada recentemente em Z. mobilis (CAO et al., 2017; DONG; HE; FENG, 2016).
Independente do método utilizado, o maior problema para a obtencdo de uma linhagem
com informagdo genética integrada estavel em Z. moblis é a presenca de coOpias parciais
do cromossomo durante a fase exponencial de crescimento, o que promove a regeneracao
do fendtipo selvagem por recombinacdo homologa (DEUTSCHBAUER et al., 2014).

Outro importante obstaculo para transformar Z. mobilis é a presenca de um sistema
de restricdo endogeno, ainda pouco caracterizado, que degrada o DNA que entra na célula
(KERR et al., 2011). A quebra do DNA exo6geno parece estar associada a um padrao
especifico de metilagdo, que explica a maior eficiéncia de transformacdo quando os
plasmideos sdo previamente replicados e demetilados em E. coli IM110 (ZOU et al.,
2011, 2012). Devido a pouca compreensao sobre esse sistema de restri¢do de Z. mobilis,
o uso de conjugagdo como método de transformacdo era muito comum (ARFMAN;
WORRELL; INGRAM, 1992; MISAWA; YAMANO; IKENAGA, 1991; PAPPAS;
GALANI; TYPAS, 1997), mas com a otimizagdo da técnica de eletroporagdo pode ser

possivel utiliza-la com mais eficiéncia (ZOU et al., 2012).
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1.10. Aplicagdes Biotecnoldgicas para Z. mobilis

O principal produto de Z. mobilis é obviamente o bioetanol, sendo que o maior
interesse econdmico e ambiental estd na producdo de bioetanol de segunda geragdo (a
partir de lignocelulose). Atualmente, existem linhagens recombinantes de Z. mobilis que
apresentam viabilidade econdmica para a produgdo de etanol a partir de glicose e xilose
derivadas do hidrolisado de lignocelulose, como a linhagem TMY-HFPX, que consegue
atingir rendimento de etanol superior a 90% em fermentag¢do de alta gravidade sem a
suplementa¢do de aminoacidos e vitaminas (WANG et al., 2016a). Outra linhagem de Z.
mobilis comercialmente viavel foi produzida em uma parceria entre o Laboratdrio
Nacional de Energia Renovavel (NREL) e a empresa DuPont nos Estados Unidos. Até o
momento, a NREL possui trés fabricas de produ¢do de etanol a partir de celulose de milho
utilizando essa linhagem de Z. mobilis, com uma producao anual total de 280 milhdes de
litros em 2016 (SCANLON, 2018).

Além de etanol, outros produtos metabolicos sdo alvos de exploragcdo economica
em Z. mobilis. Sorbitol, levana, acido succinico, acido latico e isoprendides sdo produtos
naturais dessa bactéria que ja apresentaram resultados promissores para a producdo
comercial (HE et al.,, 2014). E alguns modelos metabolicos t€ém ajudado no
desenvolvimento de linhagens para a producdo de outros produtos por engenharia
metabolica, como acetona, isopropanol, isobutanol e acido telirico (MOTAMEDIAN;

SAEIDI; SHOJAOSADATI, 2016; PENTJUSS et al., 2013; WIDIASTUTI et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Estudar os mecanismos envolvidos na resposta ao estresse fermentativo em

Zymomonas mobilis ZMA4.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Caracterizar as condigdes de producdo de etanol e de tolerancia ao estresse
fermentativo em Z. mobilis ZM4.

2.2.2. Analisar a tolerancia ao etanol de Z. mobilis em resposta ao Al-2.

2.2.3. Desenvolver e consolidar ferramentas para a manipulacdo genética de Z.
mobilis ZM4.

2.2.4. Estudar o papel da proteina ZMO0994 sobre a resposta ao estresse
fermentativo em Z. mobilis ZM4.

2.2.5. Analisar o efeito dos fatores transcricionais sigma 70, sigma 32 e sigma 24

sobre a resposta ao estresse fermentativo em Z. mobilis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens Bacterianas e Plasmideos

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados estdo na tabela 4. A linhagem
ZM4 de Z. mobilis foi adquirida na ATCC (EUA) e as linhagens de E. coli BL21
(pProEx_LuxS), E. coli BL21 (pProEx HTmtan), E. coli KX1123 e E. coli KX1218

foram doadas pelo professor Adrian Walmsley (Durham University, UK). O plasmideo
pGEMT (Anexo 1) foi comprado da Promega (E.U.A.), o plasmideo pPBBRIMCS (Anexo

2) foi doado pelo professor Henrique Ferreira (UNESP Rio Claro) e o plasmideo
pBBRIMCS-2 (Anexo 2) foi doado pela professora Gordana Maravic Vlahovicek

(University of Zagreb, Crodcia).

Tabela 4. Relagdo de linhagens bacterianas e plasmideos utilizados.

Plasmideos

Caracteristicas relevantes

Referéncias

pGEM-T

pBBRIMCS (cloranfenicol)

pBBRIMCS-2 (canamicina)

pBl Amy

pB2 Amy

pB1 s70

pB1 s24

pB1 s32

pK00994

Plasmideo comercial de clonagem. Amp®

Plasmideo com origem de replicagdo para amplo
espectro de hospedeiros. Cm®

Plasmideo com origem de replicagdo para amplo
espectro de hospedeiros. Kan®

Vetor de expressdo derivado do pBBRIMCS com o
gene AmyE de B. subtillis sob o controle do promotor
e do terminador PDC de Z. mobilis ZM4. Cm?

Vetor de expressdo derivado do pBBR1IMCS-2 com o
gene AmyE de B. subtillis sob o controle do promotor
e do terminador PDC de Z. mobilis ZM4. Kan®

Vetor de expressdo derivado do pBBRIMCS com o
gene rpoD (Sigma 70) sob o controle do promotor e
do terminador PDC de Z. mobilis ZM4. Cm®

Vetor de expressdo derivado do pBBRIMCS com o
gene rpoE (Sigma 24) sob o controle do promotor e do
terminador PDC de Z. mobilis ZM4. Cm®

Vetor de expressdo derivado do pBBRIMCS com o
gene rpoH (Sigma 32) sob o controle do promotor e
do terminador PDC de Z. mobilis ZM4. Cm®

Vetor de delecdo derivado do pGEM-T. Contém o
cassete de resisténcia a cloranfenicol flanqueado por
regides homologas ao gene ZM0O0994 de Z. mobilis.

Promega, EUA

(KOVACH et al.,
1994)

(KOVACH et al.,
1995)

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho
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Linhagens bacterianas

Genotipos e/ou Caracteristicas Relevantes

Referéncias

Zymomonas mobilis ZM4
ATCC 31821

Z. mobilis ZM4 pB1

Z. mobilis ZM4 Amy1

Z. mobilis ZM4 Amy?2

Z. mobilis ZM4 _p70

Z. mobilis ZM4 p24

Z. mobilis ZM4 p32

E. coli DH5alpha ATCC
47093

E. coli XL10-Gold

E. coli IM110 ATCC 47013

E. coli BL21
(pProEx_LuxS)

E. coli BL21
(pProEx_HTmtan)

E. coli KX1123

E. coli KX1218

Vibrio harveyi 170BB

Linhagem Selvagem

Linhagem Z. mobilis ZM4
pBBRIMCS.

contendo o plasmideo

Linhagem Z. mobilis ZM4

pBl Amy.

contendo o plasmideo

Linhagem Z. mobilis ZM4

pB2 Amy.

contendo o plasmideo

Linhagem Z. mobilis ZM4

pB1 s70.

contendo o plasmideo

Linhagem Z. mobilis ZM4

pBI1 s24.

contendo o plasmideo

Linhagem Z. mobilis ZM4

pB1 s32.

contendo o plasmideo

FendAl ginV44 thi-1 recAl reldl gyrA96 deoR
nupGo80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169
hsdR17 X~

TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F proAB
laclgZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]

rpsL (StrY) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx
dam dem supE44 A(lac-proAB) [F traD36 proAB

lacl9ZAM]15]

Linhagem de E. coli produtora da proteina LuxS de E.
coli

Linhagem de E. coli produtora da proteina Psf de E.
coli

Linhagem de E. coli produtora de AI-2

Linhagem derivada de E. coli KX1123 com o gene da
enzima LuxS deletado.

Linhagem de V. harveyi luminescente na presenga de
Al-2.

(LINDNER, 1928)

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

Neste trabalho

(YANISCH-PERRON;
VIEIRA; MESSING,
1985)

Stratagene, EUA

(YANISCH-PERRON;
VIEIRA; MESSING,
1985)

(WINZER et al., 2002)

(WINZER et al., 2002)

(XAVIER; BASSLER,
2005)

(XAVIER; BASSLER,
2005)

(BASSLER;
GREENBERG;
STEVENS, 1997)
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3.2. Oligonucleotideos e genes sintetizados

Todos os oligonucleotideos foram sintetizados na empresa Exxtend (Sao Paulo,

Brasil) com purificacdo por HPLC e estdo dispostos na tabela 5. Os cddons do gene da

alfa-amilase de Bacillus subtillis (DE MORAES; ASTOLFI-FILHO; OLIVER, 1995)

foram otimizados para Z. mobilis ZM4 com o programa CodonCode Aligner. Essa

sequéncia foi fusionada ao peptideo sinal do gene ZMOO0130 de Z mobilis ZM4
(LINGER; ADNEY; DARZINS, 2010) e ao promotor e terminador do gene da piruvato

descarboxilase de Z. mobilis ZM4 (Anexo 3). O cassete completo foi sintetizado pela

empresa GenOne (Rio de Janeiro, Brasil) e subclonado nos plasmideos pPBBRIMCS e

pBBRIMCS-2.
Tabela 5. Relagdo de oligonucleotideos utilizados
Nome Sequence
KO99%4 5°F AGGCGGCCGCACTAGTGATTGCAATAGCCGGAACCGCAAAG
KO9%94 5°R ACAGGGACACCAGGACACCCGCAATAACCGGAGAAAG
K0O99%4 3°F GAAAGCGGGCAGTGATCTCTGGTGCATGGAAAGATGTC
K0O99%4 3°R GCCGCCATGGCCGCGGGATTCCTGCGGTTGCTTTGTAATGCAG
Cloran_5’ TCCTGGTGTCCCTGTTGATACC
Cloran 3’ TCACTGCCCGCTTTCCAGTCG
Cloran_In TCGCTCTGGAGTGAATACCACGA
KO0994 Ex5> GTGACCCCGATATTACGCACC
KO0994 Ex3> GATTGGCCCCAAAGCTATAAGGG
rpoD F ATATGGAGTAAGCATATGGCAGAGACGACTACGGCT
rpoD_R TATTTAAAAAGTCGACCTAGTGGTCGAGGAAGCTCCG
rpoE F ATATGGAGTAAGCATATGATCGAAAATCATGAAAAAGAGACAAATTCTCC
rpoE R TATTTAAAAAGTCGACCTAGCGACCGTTACTAAGGTCG
rpoH F ATATGGAGTAAGCATATGGCCACCAGTAGCACCCT
rpoH R TATTTAAAAAGTCGACCTATGCCATAGCGGGTAACAGC
R16S F AGAACATAGAAGAGGTAAGT
R16S R TCAACTATAGACCAGTAAGT
RTrpoD F GATCATACTTTGGAAGAAGT
RTrpoD R GAGAAGGATGTTTCAGTTT
RTrpoE F CCTTAGAAAAATTGGTGGA
RTrpoE R CGCTTACTTCATCCATAATC
RTrpoH F GAAGCGATGGATAAACTG
RTrpoH R TAGACCTGACTTAATTCTTC

As sequéncias sublinhadas representam a regido de homologia para recombinagao.
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3.3. Materiais e Solugoes

3.3.1. Consideragdes gerais
Todas as solugdes e meios de cultura foram preparados com dgua destilada ou
miliQ. Quando necessario esterilizar foram submetidos a autoclave a 121°C por 20
minutos. O material plastico e as vidrarias estéreis foram submetidas a0 mesmo processo
de esterilizagdo por 40 minutos. Algumas solugdes sensiveis ao calor foram esterilizadas

por filtragdo usando-se membranas tipo Millipore com poro de 0,22 pm.

3.3.2. Meios de cultura

Meio Luria — Bertani (LB) pH 7,2

Extrato de levedura 5,0 g/L
Peptona de caseina 10,0 g/L
NaCl 10,0 g/L

Para o meio s6lido foram adicionados 1,5% (p/v) de agar bacteriologico. O pH foi

corrigido com solugdo de NaOH 4M.

Meio SOB — pH 7,2

Extrato de levedura 5,0 g/L
Triptona 20,0 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCl1 0,5 g/L
MgCl 1 M* 10,0 mL/L
MgSO4 1 M* 10,0 mL/L

O pH foi corrigido com solucdo de NaOH 4M. *Adicionados no momento do uso.
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Meio 2xYT - pH 7,2

Extrato de levedura 10,0 g/LL
Triptona 16,0 g/L
NaCl 5,0 g/L

O pH foi corrigido com solugdo de NaOH 4M

Meio Rico (RM) pH 6,0

Extrato de levedura 10,0 g/LL
KH2PO4 2,0 g/L

Glicose 10,0 a 180,0 g/L
MgS04.7H,0 1,0 g/L
(NH4)2S04 1,0 g/L

Para o meio s6lido foram adicionados 1,5% (p/v) de agar bacteriologico. O pH foi

corrigido com solugdo de KOH 4M.

Meio Autoinducer Bioassay (AB) pH 7,0

NaCl 17,5 g/L
Casaminoacidos 2,0 g/L
MgSO4 12,3 g/L
Glicerol 10,0 mL/L
Tp. Fosfato de potéassio 1M (pH 7,0)* 10,0 mL/L
L-arginina 0,1 M* 10,0 mL/L

*Foram adicionados no momento do uso.
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3.3.3. Materiais e solu¢des para cultura e transformacio de células

Solucao de glicerol 50%

Glicerol 50% (v/v)

Solucao de glicerol 10%

Glicerol 10% (v/v)
Soluciao de NaOH 4M

NaOH 160,0 g/L
Soluc¢io de KOH 4M

KOH 2240 g/L

Solu¢io de L-arginina 0,1 M

L-arginina 17,4 g/L

Solucio de MgCl: 1 M

MgCl, 95,2 g/LL

Solu¢do de MgSO4 1 M

MgSO4 120,4 g/L

Tampao acetato de sodio 1 M pH 7,5

Acetato de sodio 81,85 g/L

Acido acético glacial 10 mL/L
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MOPS 1M pH 6,8
Acido 3-(N-morfolino)-propanosulfonico

O pH foi corrigido com NaOH 4M.

Tampao de transformacio 1 por RbCl
RbCl
MnCl2.4H>0O
Acetato de sodio 1 M pH 7,5
CaClL.2H>0O

Glicerol

2093 g/L

12,0 g/L
9,9 g/L
30,0 mL/L
1,5 g/L

150,0 mL/L

O pH foi corrigido para 5,8 com 4acido acético glacial.

Tampao de transformacio 2 por RbCl
RbCl
MOPS IM pH 6,8
CaCL.2H>0O

Glicerol

Solucio de IPTG1 M

Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

Antibioticos utilizados

1,2 g/L
20 mL/L
11,0 g/L

150,0 mL/L

2383 g/L

Os antibiodticos foram preparados por filtragdo em membrana de 0,22 pm e

adicionados ao meio de cultura no momento da utilizagdo. As concentragdes utilizadas

sdo dispostas na tabela 6.
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Tabela 6 Concentragao de antibidticos utilizados para E. coli e Z. mobilis ZM4

Concentracio para E. Concentracio para Z. mobilis
Antibiotico
coli ZM4
Ampicilina 100 pg/mL -
Canamicina 50 pg/mL 500 pg/mL
Cloranfenicol 25 pg/mL 100 pg/mL
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3.3.4. Materiais e solu¢6es para manipula¢ao de DNA e RNA

Soluc¢do de Brometo de Etideo 1% (p/v)

Brometo de etideo 10,0 g/LL

Soluc¢io de EDTA 0,5 M pH 8,0
Acido etilenodiamino tetra-acético 93,05 g/L

O pH foi corrigido para 8,0 com a adi¢gdo de NaOH em pastilhas.

Tampao de corrida para eletroforese em gel de agarose TAE 50X pH 8,5

Tris-base 242,0 g/L
Acido acético glacial 57,1 mL/L
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100,0 mL/L

Tampao de amostra 6X para eletroforese em gel de agarose

TAE 50X 200,0 mL/L
Glicerol 50% 600,0 mL/L
Azul de Bromofenol 2,5 ¢g/L

Gel de agarose 1% (p/v)
TAE 1X g.s.p. 1,0L

Agarose 10,0 g/LL

Marcadores de peso molecular para DNA
Foi utilizado o marcador 2-log DNA ladder da New England Biolabs — NEB (EUA),
o marcador 1 Kb da Sinapse (Brasil) e o marcador GeneRuler 1 kb plus da Sigma-Aldrich

(Alemanha).
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3.3.5. Materiais e solu¢Ges para andlise de proteinas

Reagente de Bradford (BRADFORD, 1976)

Comassie Brilhante Blue G 100,0 mg/L
Etanol 47,0 mL/L
Acido orto-fosférico 85,0 mL/L

Solugiio SDS 10% (p/v)

Dodecil sulfato de sddio 100,0 g/L

Acrilamida:bis-acrilamida (28:2)
Acrilamida 280,0 g/L
Bis-acrilamida 20,0 g/L

A solucao foi filtrada em papel de filtro e estocada ao abrigo da luz a 4,0°C.

Tampao Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8
Trizma base 182,0 g/L

O pH foi ajustado com HCI fumegante 37% (p/p)

Tampao Tris-HCI1 1,0 M pH 6,8
Trizma base 121,0 g/L

O pH foi ajustado com HCI fumegante 37% (p/p)

Solucdao APS 10% (p/v)

Persulfato de amoénio 100,0 g/L
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Solugiio TCA 100% (p/v)

Acido tricloroacético 1,0 kg/L

Tampao de amostra 2x para eletroforese em gel de poliacrilamida

Tris-HCI 1 M pH 6,8 200,0 mL/L
SDS 40,0 g/L
B-Mercaptoetanol 40,0 g/L
Glicerol 200,0 mL/L
Azul de bromofenol 1,0 g/L

Marcador de peso molecular para proteinas

Foi utilizado o marcador de peso molecular de proteinas Unstainded Protein

Molecular Weight Marker da ThermoFisher (EUA), fervido por 5 minutos antes da

utilizagdo.

Tampao de corrida 10x para eletroforese em gel de poliacrilamida

Trizma-base 30,0 g/LL
Glicina 144,0 g/L
SDS 10,0 g/L

Soluciao de Comassie Blue Coloidal

Comassie Brilhante Blue G 2,0 g/L
Metanol 200,0 mL/L
Acido acético 70,0 mL/L
Sulfato de Amonio 100,0 g/L

A descoloracdo do gel é realizada com H,0 destilada
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3.3.6. Solug¢des para cromatografia

Fase mével para cromatografia por afinidade em coluna de Ni**

Tris-HC1 1,0 M pH 7,6 50,0 mL/L
NaCl 29,2 g/LL
Imidazol 20 - 500 mM

Fase mével para HPLC por troca ionica em coluna de H*- HSO4 0,005 N

H2S04 100% 560,0 uL/L

Tampao de amostra para a lise das células e extracio de proteinas

Tris-HC1 1,0 M pH 7,6 50,0 mL/L
NaCl 29,2 g/LL
Inibidor de protease Roche (tablete) 10 mL/L
Imidazol* 20 mM

*Adicionado da hora do uso.
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3.3.7. Materiais e solugGes para a sintese e analise de Al-2

Soluc¢io de SAH 100mM

S-adenosil-homocisteina 38,4 g/L

Solucio de reducido de Fe(Ill) para quantificacio de Al-2
(WATTANAVANITCHAKORN; PRAKITCHAIWATTANA; THAMYONGKIT,
2014)

Fenantrolina 1,98 g/LL

NH4F€(SO4)2 1,6 g/L

Solucio de acido ascorbico 0,5 M

Acido ascérbico 88,1 g/L
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3.4. Métodos

3.4.1. Método para quantificagdao de glicose, etanol e metabdlitos

Todas as medidas de glicose, etanol, glicerol, lactato e 4cido acético foram
realizadas no sobrenadante da cultura, apds centrifugagdo a 6000 x g por 5 minutos e
filtracdo em membrana Milipore de 0,22 pm. Para a anélise, 20 pL do sobrenadante foi
submetido a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC-Shimatzu) por troca i6nica em
coluna de H" (ROA — Rezex de 15 ¢cm), com fase movel de H>SO4 0,005N, fluxo de 0,6
mL/min e detec¢do por indice de refragdo com o detector RID10A (Shimatzu). A
quantificagdo foi realizada a partir de curvas com as substancias padroes em quantidades

conhecidas (Anexo 4). Todas as analises em HPLC foram feitas em triplicatas técnicas.

3.4.2. Métodos estatisticos e formulas para a andlise dos dados de crescimento

A taxa de crescimento especifico (p) foi calculada com a regressdo ndo-linear da
equacdo de crescimento exponencial no programa Prism 7 (GraphPad Software)
considerando apenas a fase exponencial de crescimento. Todos os calculos de média,
desvio-padrao e erro padrdo também foram feitos no programa Prism 7 (GraphPad

Software).

3.4.3. Curva de crescimento em diferentes concentragdes de Glicose

Uma colonia isolada de Z. mobilis ZM4 foi inoculada em 30 mL de meio RM e
incubado a 30°C, 100 rpm por 24h. Em seguida, essa cultura foi utilizada para sete
indculos em 100 mL de meio RM cada com concentragdes de glicose iguais a: 10 g/L, 20
g/L, 40 g/L, 80 g/L, 100 g/L, 140 g/L e 180 g/L, todos com uma densidade Optica
(ODs0onm) inicial de 0,1. Essas culturas foram incubadas a 30° C e 100 rpm por 24h. A
cada 4h, 1 mL da cultura foi retirado para a medida da absorbancia a 600 nm e para a
dosagem de glicose e etanol no sobrenadante por HPLC. Esse experimento foi repetido

trés vezes com colonias de Z. mobilis ZM4 isoladas independentemente.
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3.4.4. Curva de crescimento com alimentacao

Para determinar a concentracdo maxima de etanol produzida por Z. mobilis, uma
colonia isolada foi cultivada a 30° C e 100 rpm em 5 mL de meio RM com 20 g/L de
glicose inicial por 24h. Em seguida, esse cultivo foi utilizado para o indculo com ODgoonm
inicial de 0,1 em 100 mL de meio RM com 100 g/L de glicose inicial. Apds 10h de cultivo,
10 mL da cultura foi substituido por meio RM com 500 g/L de glicose, sendo repetida a
cada 2h até completar 20h de cultivo. O experimento foi encerrado apos 36h, quando uma
aliquota de 100 pL da cultura foi inoculada em uma placa com meio RM soélido e
incubado a 30° C por 96h. Esse experimento foi repetido trés vezes com coldnias de Z.

mobilis ZM4 isoladas independentemente.

3.4.5. Ensaios de tolerancia ao etanol no inicio da cultura

Uma cultura de Z. mobilis foi inoculada em frascos contendo 100 mL de meio RM
com 20 g/L de glicose e com cinco diferentes concentragdes de etanol (0 g/L, 50 g/L, 60
g/L, 70 g/L e 80 g/L) para uma ODsoonm inicial de 0,1. As culturas foram incubadas a 30°
C e 100 rpm por 48h. Esse experimento foi repetido trés vezes com coldnias de Z. mobilis

ZM4 isoladas independentemente.

3.4.6. Quantificacdao de proteinas — Método de Bradford

Cerca de 10 pL de amostra foram incubados com 200 pL do reagente de Bradford
(BRADFORD, 1976) e incubados por cinco minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, a absorbancia foi medida a 595 nm e o valor obtido foi comparado com uma
curva padrdo construida a partir de quantidades conhecidas de albumina sérica bovina

(BSA). Todas as quantificacdes foram realizadas em triplicata técnica.
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3.4.7. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida — SDS PAGE

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel desnaturante de poliacrilamida
(SAMBROOK; GREEN, 2012) em um sistema de eletroforese da BioRad®. O preparo

dos géis foi realizado adicionando-se as seguintes quantidades dos reagentes:

3.4.7.1. Gel Concentrador 4%

Acrilamida:Bis-acrilamida (28:2) 1,0 mL
Tris-HClI 1 M pH 6,8 940 pL
Agua destilada (q.s.p.) 7,5 mL
SDS 10 % (p/v) 75 uL
APS 10 % (p/v) 40 pL
TEMED 10 pL

3.4.7.2. Gel Separador 12%

Acrilamida:Bis-acrilamida (28:2) 12,0 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 7,5mL
Agua destilada (g.s.p.) 30,0 mL
SDS 10 % (p/Vv) 300 pL
APS 10 % (p/v) 300 pL
TEMED 15 pL

3.4.7.3. Tratamento das amostras

No caso de amostras de sobrenadante de cultura, 1 mL das amostras foram
precipitados com solu¢do de TCA para a concentragdo final de 20% (v/v),
homogeneizados e incubados por 12 horas a -20°C, em seguida, foram submetidos a
centrifugacdo a 16000 x g a 4°C durante 20 minutos. O sedimento resultante da
centrifugacao foi lavado em 500 pL de acetona gelada sendo repetida a centrifugacao nas
mesmas condigdes citadas anteriormente. O sedimento, resultante da centrifugagao apds
a lavagem com acetona, foi ressuspendido em 30 puL de tampao de amostra para SDS

PAGE 1X, fervido durante 5 minutos e aplicado no gel.
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No caso de amostras de extrato intracelular ou de purificacdo de cromatografias, a
quantidade equivalente a 10 pg de proteinas foi homogeneizada em tampao de amostra

SDS PAGE 1X, fervida por 5 minutos e aplicada no gel.

3.4.7.4. Corrida eletroforética

A corrida eletroforética foi realizada em tampao de corrida Tris-Glicina 1X com
voltagem constante de 120 mV no sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra
Vertical Electrophoresis Cell (BioRad).

3.4.7.5. Coloracao com azul de Coomassie
As proteinas presentes no gel foram visualizadas apds a incubagao deste durante
uma hora, sob agitagdo, na solu¢ao corante de Coomassie Blue Coloidal seguida pela

descoloragao, incubando o gel durante a noite, sob agitacdo, em agua destilada.

3.4.8. Produgao e Purificagao das enzimas LuxS e Psf

As linhagens de bactéria E. coli BL21 (pProEx LuxS) e E. coli BL2I
(pProEx HTmtan) produzem, respectivamente, as enzimas heterélogas LuxS e Psf (S-
adenosilhomocisteina nucleosidase) sob o controle do promotor Lac. As duas linhagens
foram cultivadas individualmente em 500 mL de meio 2xYT a 37°C e 200 rpm até atingir
a ODgoonm de 0,45, quando o andlogo da lactose IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo) foi adicionado para a concentragdo final de 1 mM para induzir o
promotor lac. Apds a indugdo, as culturas foram incubadas a 37° C e 200 rpm por 4h.

Em seguida, o pellet celular da cultura foi ressuspenso em 100 mL do tampao de
amostra para lise de células e submetido a 10 pulsos ultrassonicos de 10 segundos, com
intervalos de um minuto para o completo rompimento celular.

O extrato da lise celular foi submetido a cromatografia por afinidade com a coluna
HisTrap HP Histidine-tagged protein purification 1 mL (GE Healthcare Life Science)
com um gradiente de Imidazol de 20 mM a 200 mM automatizado no AKTA Pure (GE
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Healthcare Life Science). O gradiente foi coletado em um total de 23 aliquotas e a
presenca de proteinas foi detectada por absorbancia a 230 nm.

As aliquotas selecionadas foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% e coradas com azul de Coomassie, € em seguida quantificadas pelo

método de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.4.9. Sintese e Ensaios com Al-2

A sintese enzimatica do AI-2 foi realizada segundo o protocolo estabelecido
(WINZER et al., 2002) com uma concentragdo inicial igual a 4 mM de S-adenosil-
homocisteina (SAH). Apos a reacgdo, o sistema foi dialisado em membrana de 10 kDa
(Amicon) para a remog¢do das enzimas. Uma aliquota foi utilizada para a reagdo de
reducdo do Fe (III) e comparada com uma curva padrdo de 4cido ascorbico (Anexo 5)
para a quantificagdo do Al-2 (WATTANAVANITCHAKORN;
PRAKITCHAIWATTANA; THAMYONGKIT, 2014).

Para a confirmagao da atividade do Al-2, o Vibrio harveyi BB170 foi cultivado em
meio liquido AB, padrdo para ensaio de bioluminescéncia (BASSLER; GREENBERG;
STEVENS, 1997), por 24 h a 30° C e 200 rpm. Em seguida, o pellet celular foi lavado
com agua miliQ estéril duas vezes e utilizado para o ensaio de bioluminescéncia com
diferentes concentracdes de AI-2 segundo o protocolo padrio (BASSLER;
GREENBERG; STEVENS, 1997). Como controles foram utilizados isoladamente o
SAH, o AI-2 e o Meio AB, além do V. harveyi em agua, com o SAH (4 mM) e com o
sobrenadante da propria cultura. Todas as amostras tiveram a bioluminescéncia medida
em Lumindmetro Synergy HTX (BioTek, EUA). Todos os ensaios de bioluminescéncia
foram realizados com trés culturas independentes de V. harveyi BB170 e ainda em trés

repeticdes técnicas.

3.4.10. Ensaio de Resposta ao Al-2 por Z. mobilis

Uma colonia de Z. mobilis ZM4 foi cultivada a 30° C e 100 rpm em 5 mL de meio
RM com 100 g/L de glicose inicial por 24 horas. Em seguida, esse cultivo foi utilizado

para o inoculo em 100 mL de meio RM nas mesmas condi¢des anteriores € ODegoonm
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inicial de 0,1. Apods 10h de cultivo, foi adicionado o AI-2 sintético para a concentracao
final de 10 uM e no controle foi adicionado a mesma quantidade do tampao do AI-2 (Tris-
HCL 50mM pH 7,5). Neste ponto, 10 mL da cultura foram substituidos por meio RM
com 500 g/L de glicose. Esta alimentacdo foi realizada a cada 2h até completar 22h de
cultivo. O experimento foi encerrado apds 36h, quando uma aliquota de 100 pL da cultura
foi inoculada em uma placa com meio RM e incubado a 30° C por 96h. Nos pontos de
alimentacdo, uma amostra teve a ODsoonm medida e a concentragdo de glicose e etanol
verificada por HPLC. Esse experimento foi repetido trés vezes com colonias isoladas

independentes de Z. mobilis ZM4.

3.4.11. Ensaio de Z. mobilis com o sobrenadante da cultura de E. coli KX1123

Este ensaio foi baseado no trabalho de Yang (2011). A linhagem E. coli KX1123 ¢
uma cepa que produz o Al-2 e a linhagem E. coli KX1218 ¢ uma versdo mutante que
apresenta o gene da LuxS deletado e consequentemente ndo produz Al-2 (XAVIER;
BASSLER, 2005).

Nesse ensaio, uma cultura de E. coli KX1123 foi crescida em meio RM até a
ODeoonm de 1,0. Em seguida, as células foram retiradas por centrifugagao a 10000 x g por
5 min e por filtragdo em membrana de 0,22 pm. Esse sobrenadante estéril foi adicionado
em uma cultura de Z. mobilis ZM4, que havia crescido previamente até a ODsoonm de 0,5,
em uma proporcao de 1:1 (v/v). Esse sistema foi incubado por 16 horas a 30°C e 100 rpm.
O mesmo procedimento foi realizado com uma cultura de E. coli KX1218 e com meio de
cultura puro, como controles negativos. Amostras foram coletadas durante o experimento
para analises no HPLC e para SDS-PAGE. Esse experimento foi repetido trés vezes com
colonias isoladas independentes de Z. mobilis ZM4, de E. coli KX1123 e de E. coli
KX1218.

3.4.12. Extracdao de DNA gendémico de Z. mobilis ZM4

A extracdo do DNA gendmico da bactéria Z. mobilis ZM4 foi realizada com o kit
de extracao de DNA “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (PROMEGA), de acordo

com as instrugdes do fabricante. O DNA purificado foi ressuspenso em dgua miliQ.
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3.4.13. Extracao de DNA plasmidial

Todas as extracdes de DNA plasmidial para pequenos volumes foram realizadas
com o kit de extragdo de DNA “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” da
PROMEGA™, de acordo com as instrugdes do fabricante. Para as extragdes de grande
volume, o kit utilizado foi “Qiagen Plasmid Maxi Kif” da QIAGEN, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Como o rendimento destes kits para Z. mobilis ¢ muito baixo,
apos a extragdo de Z. mobilis, os plasmideos foram transformados em E. coli DH5a para

amplificacdo e extraidos novamente.
3.4.14. Extracdao de RNA de Z. mobilis

As extracdes de RNA total de Z. mobilis foram realizadas com o kit “RNeasy Plus
Mini Kit” da QTAGEN, de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.4.15. Analise de Acidos Nucléicos em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v) foi realizada com TAE 1X, sendo
utilizada para andlise e avaliagdo do tamanho e integridade do DNA ou dos fragmentos
de DNA (SAMBROOK; GREEN, 2012). O gel foi corado com solugdo de brometo de
etideo 5 mg/mL antes da corrida. Todas as corridas foram realizadas com a voltagem fixa
de 70 mV em sistema de eletroforese da BioRad. Apos o término da corrida, o gel foi
visualizado em um fotodocumentador modelo Gel-Doc EZ, da BioRad com emissoes de

Ultravioleta.

3.4.16. Quantificagao de DNA e RNA

A quantificagdo de DNA ou RNA purificado foi realizada por espectrofotometro
modelo NanoDrop One (ThermoFisher Scientific), segundo instrugdes do fabricante. E
quando necessario, uma quantificagdo adicional foi realizada pela andlise em gel de

agarose com o programa /mageLab (BioRad).
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3.4.17. Digestao de DNA com enzimas de restrigao.

Todas as enzimas de restri¢do foram compradas na New England Biolabs (NEB) e

foram utilizadas de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.4.18. Reagbes em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as reagdes de PCR (MULLIS et al.,, 1986) foram realizadas em um
termociclador modelo BS-LifeEco (Bisen, China). A enzima Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen) foi utilizada em todas as rea¢des de acordo com

as instrugdes do fabricante.

3.4.19. Purificacao de produtos de PCR ou digestoes de plasmideos

As purificagdes de produtos de PCR ou de fragmentos da digestdo de plasmideos
foram feitas com a excisdo do fragmento de DNA do gel de agarose com uma lamina

cirurgica e a posterior purificagdo com o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System’

(PROMEGA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.4.20. RT-PCR em tempo real (qRT-PCR)

As reagdes de qRT-PCR para a quantificagdo de RNAs especificos foram feitas
com o kit “Two Steps qQRT-PCR QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit” (Qiagen) no
termociclador Rotor GeneQ (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante, todas as

reagdes foram feitas em triplicata técnica.
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3.4.21. Ligagao de fragmentos de DNA por recombinagao homoéloga

Todas as ligagdes de fragmentos de DNA para a constru¢do de vetores foram feitas
por recombinacao homoéloga com o sistema In-Phusion (CLONTECH, 2012) de acordo
com as instru¢des do fabricante. Para promover a recombinacdo, hd sempre a

sobreposi¢dao de no minimo 15 nucleotideos nas extremidades dos fragmentos.

3.4.22. Transformagao de E. coli por choque térmico com RbCl

Uma cultura da linhagem escolhida de E. coli foi crescida em 50 mL de meio SOB
a37°C e 200 rpm até atingir a ODgoonm de 0,3. Em seguida, as células foram centrifugadas
a 3000 x g por 5 min a 4°C. Depois, as células foram ressuspensas em 16 mL de tampao
de transformacdo 1, incubadas por 15 min a 4°C e centrifugadas nas mesmas condi¢des
anteriores. Em seguida, as células foram ressuspensas em 4 mL de tampdo de
transformac¢do 2 e incubadas por 30 min a 4°C. Depois, uma aliquota de 100 pL das
células competentes foram incubadas com 100 ng de DNA e incubadas no gelo por mais
40 min. Esse sistema foi submetido a choque térmico a 42°C por 90 segundos e em
seguida incubados com 1 mL de meio LB por uma hora a 37°C e 200 rpm. Apoés a
recuperagdo, as células foram semeadas em placas com meio LB sélido contendo o

antibidtico apropriado e incubadas por 16 horas a 37°C (SAMBROOK; GREEN, 2012).

3.4.23. Transformagao de Z. mobilis ZM4 por eletroporagao

O protocolo de eletroporagdo para Z. mobilis ZM4 foi desenvolvido a partir de
adaptacdes de alguns protocolos propostos (JEON et al., 2002; JEON; SVENSON;
ROGERS, 2005; ZOU et al., 2012). Para tal, uma colonia isolada de Z. mobilis ZM4 foi
cultivada a 30°C e 100 rpm em 5 mL de meio RM com 20 g/L de glicose inicial por 24
horas. Em seguida, esse cultivo foi utilizado para o in6culo em 100 mL de meio RM nas
mesmas condic¢des anteriores € ODgoonm inicial de 0,05. Essa cultura foi acompanhada até
0 ODsoonm de 0,60, quando as células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 min a 4°C.

Depois, as células foram ressuspensas em 20 mL de solucdo de glicerol 10% (v/v),
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incubadas por 15 min a 4°C e centrifugadas nas mesmas condi¢des anteriores. Em
seguida, as células foram ressuspensas em 1 mL de solucdo de glicerol 10% (v/v) e
incubadas por 30 min a 4°C. Aliquotas de 100 pL desse sistema foram incubadas com 1,0
pg de DNA plasmidial (10,0 ug foram utilizados para os sistemas de deleg¢@o) por 30 min
no gelo. Esse sistema foi colocado em cubetas de 0,2 cm (BioRad) e submetido a corrente
elétrica em eletroporador da BioRad nas seguintes condic¢des: 12,5 mV/cm, 25 pF e 200
Q. Apos o choque, o sistema foi incubado com 1 mL de meio RM por 4 horas a 30°C e
100 rpm. Apods a recuperacao, as células foram semeadas em placas com meio RM soélido
com o antibidtico apropriado e incubadas até 96 horas a 30°C. A eficiéncia foi calculada
como o valor médio de colonias formadas em pelo menos trés eventos independentes de

transformagdo com 1 ug de DNA em cada.

3.4.24. Anadlises da linhagem ZM4_A994

Todos os experimentos de crescimento com a linhagem ZM4 A994 foram
realizados em 1,0 mL de meio RM com 20 g/L. de glicose (ou 160 g/L no ensaio
especifico), em placas de 24 pocos com a superficie que repele as células (CELLSTAR®).
As placas foram incubadas em um espectrofotdmetro de microplacas (EPOCH™ —
BioTek) a 30°C (ou 39°C no ensaio especifico), com agitacdo de 237 cpm e a leitura de
absorbancia a 600nm a cada uma hora de intervalo. O indculo inicial foi feito para uma
ODsoonm igual a 0,01 a partir de uma cultura de Z. mobilis crescida previamente por 24h
em 5 mL de meio RM com 20 g/L de glicose, a 30°C e 100 rpm. A suplementa¢do com
etanol, furfural ou hidroximetil-furfural (HMF) foi feita no exato momento do inicio do
experimento. Todos os experimentos foram feitos com cinco colonias isoladas
independentes de cada linhagem.

O experimento de tolerancia ao etanol com a linhagem ZM4 A994 foi realizado
com uma cultura de Z. mobilis ZM4 ou ZM4 A994 crescida em frasco com 5 mL de
meio RM 20 g/L de glicose, a 30°C e 100 rpm por 24 horas. Em seguida, essa cultura foi
utilizada para um in6culo em 5 mL de meio RM 20 g/L de glicose, a 30 °C e 100 rpm
com ODsponm 1nicial igual a 1,0 e o suplemento de etanol nas concentragdes de 0 g/L, 100
g/L, 110 g/L, 120 g/L, 130 g/L e 140 g/L. Ap6s 24h de incubacio, 3 aliquotas de cada
cultura foram diluidas e semeadas em placas com meio RM sdlido e incubadas por 96

horas a 30°C. Todas as coldnias foram contadas e a média usada para o calculo do CFC
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(Células formadoras de coldonias). Todas as culturas foram feitas com trés colonias

isoladas independentes de cada linhagem e repetido duas vezes.

3.4.25. Andlises das linhagens que expressam os fatores transcricionais sigma 24,

sigma 32 e sigma 70.

3.4.25.1. Quantificacio da expressdo génica

As linhagens ZM4 pB1, ZM4 p70, ZM4 p24 e ZM4 p32 foram cultivadas em
100 mL de meio RM com 20 g/L. de glicose e 100 pg/mL de cloranfenicol a 30°C e 100
rpm até atingir o inicio da fase exponencial de crescimento (ODsoonm = 1,0). Nesse ponto,
o RNA total foi extraido de todas as linhagens e utilizado para as analises por qRT-PCR.
Todos os pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados para
amplificar aproximadamente 100 pb da regido interna do mRNA alvo. O RNA ribossomal
16S, codificado pelo gene ZMOr003 de Z. mobilis ZM4, foi utilizado como controle
endogeno para normalizar a quantidade inicial de RNA em cada amostra. A eficiéncia da
reagdo de cada par de primers foi calculada a partir de uma curva construida com
diferentes concentracdes de RNA molde (Anexo 6) e o método AAC; foi utilizado para a
quantificagdo relativa do mRNA alvo da linhagem teste (ZM4 p70, ZM4 p24 ou
ZM4 p32) em relagdo a linhagem controle (ZM4 pB1). Os cultivos foram feitos com
trés colonias independentes de cada cultura e as reagdes de RT-qPCR foram realizadas

em triplicata técnica.

3.4.25.2. Analise do perfil de proteinas

As linhagens ZM4 pB1, ZM4 p70, ZM4 p24 e ZM4 p32 foram cultivadas em
100 mL de meio RM com 20 g/L de glicose e 100 pg/mL de cloranfenicol a 30°C e 100
rpm até atingir o meio da fase exponencial de crescimento (ODgoonm = 1,5). Nesse ponto,
as c¢lulas foram separadas do sobrenadante por centrifugacdo a 10000 x g por 5 min. Em
seguida, as proteinas intracelulares foram extraidas com o Kit B-Per (ThermoScientific),
quantificadas pelo método de Bradford e analisadas por SDS-PAGE. As proteinas do
sobrenadante das culturas foram precipitadas com TCA e analisadas também por SDS-

PAGE.
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3.4.25.3. Analises de resposta aos estresses

Todos os experimentos de crescimento com as linhagens ZM4 pB1, ZM4 p70,
ZM4 p24 e ZM4 p32 foram realizados em 1,0 mL de meio RM com 20 g/L de glicose
(ou 160 g/L no ensaio especifico), em placas de 24 pocos com a superficie ndo aderente
(CELLSTAR®). As placas foram incubadas em um espectrofotdometro de microplacas
(EPOCH™ — BioTek) a 30°C (ou 39°C no ensaio especifico), com agitagdo de 237 cpm
e a leitura de absorbancia a 600 nm a cada uma hora de intervalo. O indculo inicial foi
feito para uma ODsoonm igual a 0,01 a partir de uma cultura de Z. mobilis crescida
previamente por 24h em 5 mL de meio RM com 20 g/L de glicose, a 30°C ¢ 100 rpm. A
suplementagdo com etanol (50 g/L) foi feita no exato momento do inicio do experimento
especifico. Todos os experimentos foram feitos com cinco colonias isoladas
independentes de cada linhagem. A distribuicao das linhagens nas placas estd no anexo

8.

3.4.25.4. Analises por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Os experimentos por DCCR foram construidos baseados em duas variaveis (etanol
e temperatura) e uma resposta (producdo de biomassa ap6s 10 horas de cultivo) para gerar
uma superficie de resposta quadratica (RODRIGUES; LEMMA, 2014) em duas
concentragdes de glicose diferentes (20 g/L e 160 g/L). A matriz com os parametros
utilizados para etanol e temperatura estao na tabela 7.

Todos os pontos experimentais foram realizados com 5 coldnias independentes de
cada linhagem e em cada repeticdo o ponto central foi feito em quadruplicata bioldgica.
Tanto o planejamento quanto a andlise dos dados experimentais foram feitos com o
programa Protimiza Experimental Design (RODRIGUES; COSTA, 2018).

As condicdes de cultivo celular foram as mesmas descritas no topico “4.4.24.3.”,
com a temperatura e a concentra¢ao de etanol variando de acordo com a matriz planejada
(tabela 7), e o in6culo inicial com ODgoonm igual a 0,10. O célculo de biomassa foi baseado

no método proposto por Kim (2000).
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Tabela 7. Matriz de Variaveis do Delineamento Composto Central Rotacional

Valores da Matriz
-1,41 -1,00 0,00 +1,00 +1,41
Etanol (g/L) 1,72 10,00 30,00 50,00 58,28
Temperatura (°C) 28,34 30,00 34,00 38,00 39,66

Variaveis

3.4.25.5. Analises da fermentacio em frasco

Uma colonia isolada das linhagens ZM4 pB1, ZM4 p70, ZM4 p24 e ZM4 p32
foi inoculada em 5 mL de meio RM com 20 g/L de glicose e 100 pg/mL de cloranfenicol
e incubada a 30°C, 100 rpm por 24h. Em seguida, essa cultura foi utilizada para um
in6culo com absorbancia inicial de 0,10 (600 nm) em frascos de 250 mL com 100 mL de
meio RM suplementado com 100 g/L de glicose e 100 pg/mL de cloranfenicol e foi
incubada a 30°C e 100 rpm por 24h. A cada duas horas, 1 mL de amostra foi coletado
para analise. Esse experimento foi realizado em triplicata bioldgica para cada uma das

linhagens estudadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao do perfil de crescimento e produg¢ao de Z. mobilis ZM4

A primeira etapa deste trabalho teve o objetivo de caracterizar o perfil de
crescimento, tolerancia e producdo de etanol por Z. mobilis ZM4. Para tanto, uma curva
de crescimento foi realizada em 7 diferentes concentrac¢des de glicose durante 24h. Neste
experimento, foi medido o crescimento celular (Figura 2) e as concentragdes de glicose

(Figura 3) e etanol (Figura 4) no sobrenadante da cultura.

18,0
16,0
14,0
12,0 —@—Glicose 10 g/L

10,0 —@—Glicose 20 g/L
Glicose 40 g/L
Glicose 80 g/L

—@—Glicose 100 g/L

—@—Glicose 140 g/L

—@— Glicose 180 g/L

Crescimento Celular (ODgyg,,)
pas

Figura 2. Curva de crescimento de Z. mobilis ZM4 em diferentes concentragdes iniciais de glicose. O
crescimento foi realizado em meio RM a 30°C com 100 rpm de agitagdo. A absorbéncia a 600 nm foi
medida a cada 4h durante 24h. As cores representativas para a curva de cada concentragdo inicial de glicose
estdo dispostas na figura. Todas as culturas foram realizadas em triplicatas biologicas. O erro padrdo esta

representado por barras em cada ponto.
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120,0 —@— Glicose 20 g/L

100,0 Glicose 40 g/L

80,0 Glicose 80 g/L

60,0 —@— Glicose 100 g/L

40,0 —@— Glicose 140 g/L
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Concentracdo de Glicose (g/L)
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Figura 3. Consumo de glicose por Z. mobilis ZM4 durante cultivo em diferentes concentragdes iniciais de
glicose. O crescimento foi realizado em meio RM a 30°C com 100 rpm de agitagdo. A concentragdo de
glicose no sobrenadante da cultura foi medida a cada 4h durante 24h. As cores representativas para a curva
de cada concentracdo inicial de glicose estdo dispostas na figura. Todas as culturas foram realizadas em

triplicatas biologicas. O erro padro esta representado por barras em cada ponto.
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Figura 4. Producao de etanol por Z. mobilis durante cultivo em diferentes concentragdes iniciais de glicose.
O crescimento foi realizado em meio RM a 30°C com 100 rpm de agitacdo. A concentragdo de etanol no
sobrenadante da cultura foi medida a cada 4h durante 24h. As cores representativas para a curva de cada
concentragdo inicial de glicose estdo dispostas na figura. Todas as culturas foram realizadas em triplicatas

bioldgicas. O erro padrio esta representado por barras em cada ponto.
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Nas condi¢des analisadas, a concentracdo de glicose de 180 g/L foi inibitoria para
o crescimento em 24h. Este efeito foi reduzido na concentracdo de 140 g/L e inexistente
em concentragdes inferiores. Em todas as culturas, a glicose disponivel foi consumida

antes de 24h, exceto na cultura de 180 g/L. Os dados de crescimento e rendimento estao

dispostos na tabela 8.

Tabela 8. Taxa de crescimento e rendimento fermentativo das culturas de Z.

mobilis em diferentes concentracdes iniciais de glicose.

Concentragao Taxa de Glicose Etanol Rendimento
inicial de Crescimento consumida (g) Produzido (g) (g/g)°

Glicose (g/L) | Especifico - p (h'!)?
10 0,272 +/- 0,004 1,195 +/- 0,003 | 0,462 +/- 0,015 | 0,386 +/- 0,012
20 0,336 +/- 0,028 2,110 +/- 0,007 | 0,863 +/- 0,018 | 0,409 +/- 0,009
40 0,353 +/- 0,013 4,131 +/- 0,002 | 1,827 +/- 0,023 | 0,442 +/- 0,006
80 0,365 +/- 0,013 7,514 +/- 0,006 | 3,765 +/- 0,149 | 0,501 +/- 0,020
100 0,387 +/- 0,007 10,182 +/- 0,008 | 4,844 +/-0,112 | 0,476 +/- 0,011
140 0,329 +/- 0,025 13,639 +/- 0,002 | 6,715 +/-0,728 | 0,492 +/- 0,053
180 0,105 +/- 0,010 1,141 +/- 0,683 | 0,712 +/- 0,141 | 0,623 +/- 0,124

“Taxa de crescimento celular durante a fase exponencial. "Rendimento de etanol produzido em relagio a

glicose consumida.

Nenhuma cultura atingiu concentragdes de etanol que fossem inibitorias ao
crescimento de Z. mobilis. Desta forma, um novo experimento, com uma maior
quantidade de glicose, foi realizado para analisar qual é o valor maximo de etanol que
essa bactéria consegue produzir.

Neste experimento, a concentracdo inicial de 100 g/L de glicose foi utilizada e, apds
10h de cultivo, a cultura foi alimentada periodicamente com mais glicose até completar
36h de crescimento (Figura 5). A concentragdo maxima de etanol obtida foi de 115,28 +/-
2,62 g/L. Ao final do cultivo, aliquotas da cultura foram plaqueadas em meio RM, mas
ndo houve crescimento, comprovando que esta concentragdo de etanol tornou as células

de Z. mobilis inviaveis.
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Figura 5. Produgéo de etanol por Z. mobilis ZM4 em cultivo alimentado por 36h. A partir de 10h de cultivo,

10% da cultura foi substituida por meio RM com 500 g/L de glicose a cada 2h em um total de seis vezes.

Todas as culturas foram realizadas em triplicatas biologicas. O erro padrio esta representado por barras em

cada ponto.

Estabelecida a concentracdo méaxima de etanol que Z. mobilis ZM4 pode produzir

nas condicdes analisadas, foi realizado um experimento para caracterizar os efeitos

causados pela presenca de etanol no meio de cultura sobre o crescimento desta bactéria.

Para tal, diferentes concentragdes iniciais de etanol foram adicionadas ao meio de cultura

no momento do indculo das células (Figura 6).

Neste ensaio, foi observado que a partir de 50 g/L de etanol no meio de cultura ja

ocorre inibi¢do no crescimento celular, enquanto 80 g/L de etanol inibe completamente o

crescimento. Apds 36h de cultivo, aliquotas foram plaqueadas em meio RM e todas as

culturas continham células vivas.
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Figura 6. Curva de crescimento de Z mobilis em diferentes concentragdes iniciais de etanol. O
crescimento celular foi medido durante 48h. As cores representativas para a concentragdo inicial de
etanol em cada curva estdo dispostas na figura. Todas as culturas foram realizadas em triplicatas

bioldgicas. O erro padrdo esta representado por barras em cada ponto.

Como a concentracdo atingida durante a producao de etanol foi muito superior ao
limite encontrado para o crescimento das células na presenca de etanol exdgeno, foi
sugerido que algum sistema de adaptacdo tenha sido ativado para que as células crescam
em concentragdes superiores de etanol. Para testar essa hipotese, a cultura crescida com
50 g/L de etanol foi utilizada como pré-indculo para uma nova cultura com 60 g/L de
etanol e ap6s 36h de cultivo, esta foi utilizada como pré-inéculo para uma nova cultura
com 70 g/L de etanol. Mas ndo houve qualquer diferen¢a no crescimento das culturas que
foram previamente tratadas com etanol em comparagdo com as culturas sem tratamento
prévio.

Essa evidéncia sugere que a elevada tolerancia ao etanol quando as proprias células
o produzem, esta ligada a producdo do etanol e ndo a presenca de etanol no ambiente
extracelular.

A partir dessa caracterizagao inicial do perfil de crescimento e tolerancia ao etanol
de Z. mobilis ZM4, as proximas etapas foram realizadas para analisar mecanismos

especificos de resposta ao estresse fermentativo nesta bactéria.
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4.2. Andlises da resposta de Z. mobilis ao Autoindutor-2

Com o indicativo de que Z. mobilis responde a molécula de quorum sensing Al-2
aumentando a producdo e a tolerancia a etanol, foram realizados experimentos para
confirmar essas informagdes. No estudo original (YANG, 2011), a reposta de Z. mobilis
ao AI-2 foi identificada quando esta foi cultivada com o sobrenadante de cultura de E.
coli KX1123, uma linhagem produtora de AI-2 (XAVIER; BASSLER, 2005), mas o
método utilizado ndo permitiu uma conclusdo definitiva sobre a existéncia desse efeito e
nem se o Al-2 ¢ realmente o fator responsavel (YANG, 2011). Sendo assim, neste
trabalho foi proposto utilizar uma versao purificada do AI-2 para testar essa hipotese. Mas
como nao existe um método determinado para purificar o Al-2 diretamente, foi utilizado
um procedimento para sintetizd-lo enzimaticamente (WINZER et al., 2002).

O processo para sintetizar o Al-2 enzimaticamente ¢ a partir da conversdo de S-
adenosil-homocisteina (SAH) até AI-2 pela agdo de duas enzimas: LuxS e Psf (S-
adenosilhomocisteina nucleosidase). Para tal, essas enzimas foram produzidas de forma
heter6loga em duas linhagens de E. coli BL21 (pProEx LuxS e pProEx HTmtan) e
purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Ni*? O resultado da purificagdo
foi analisado em SDS-PAGE (Figura 7).

Em seguida, as enzimas foram quantificadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) e utilizadas para a reagcdo de sintese do AI-2 segundo o protocolo
estabelecido (WINZER et al., 2002).

Apoés a reagdo de sintese do AI-2, foi necessario quantifica-lo e testar a sua
atividade, mas como ndo existe um método estabelecido para a quantifica¢do absoluta do
Al-2, foi realizado um ensaio colorimétrico baseado na reducdo de Fe (III)
(WATTANAVANITCHAKORN; PRAKITCHAIWATTANA; THAMYONGKIT,
2014) para uma quantificagdo aproximada e depois foi realizado o ensaio com o Vibrio

harveyi BB170 para a confirmagdo da atividade do Al-2 (Figura 8).
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Figura 7. Fragdes purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Ni'? das proteinas LuxS (A) e
Psf (B) em gel desnaturante de Poliacrilamida 12%, corado com Comassie Blue Coloidal. Nas figuras estdo
indicados os numeros das fra¢des coletadas em um gradiente de Imidazol de 20 a 200 mM, de um total de
23 fragdes. A enzima LuxS (A) ¢ uma proteina de 18 kDa e a enzima Psf (B) de 21 kDa. M — o marcador

Unstainded Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher), com os valores das bandas em kDa.
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Figura 8. Bioluminescéncia da bactéria Vibrio harveyi BB170 na presenca de diferentes concentragdes de

Luminescéncia

AI-2. Foram utilizados como controle o Al-2 isolado, o0 SAH isolado, 0 Meio AB e o V. harveyi em agua,
com 4 mM do SAH e no sobrenadante da sua propria cultura. As concentragdes de Al-2 variaram entre 1
puM e 10 uM. A legenda com as cores de cada amostra esta disposta na figura. O experimento foi realizado

em triplicata bioldgica. O erro padrdo esta representado por barras em cada ponto.
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Com o Al-2 sintético comprovadamente funcional em V. harveyi BB170, o ensaio
com Z. mobilis foi realizado para avaliar o perfil de producdo e tolerdncia ao etanol na

presencga do AI-2 (Figura 9).
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Figura 9. Producado de etanol por Z. mobilis em cultivo alimentado por 36h na presenga de AI-2. Apds 10h
de cultivo, 10% da cultura foi substituida por meio RM contendo 500 g/L de glicose a cada 2h em um total
de seis alimentagdes. Durante a primeira alimentagdo foi adicionado AI-2 para a concentragdo final de 10
uM e no controle foi adicionado apenas o tampao do AI-2. Todas as culturas foram realizadas em triplicatas

bioldgicas. O erro padrio esta representado por barras em cada ponto.

O perfil da curva de produgdo de etanol neste experimento corresponde ao perfil
observado anteriormente (Figura 5), validando a reprodutibilidade deste ensaio. Como
em nenhum ponto hé diferenca significativa entre a cultura estimulada pelo AI-2 e a
cultura sem o estimulo, este experimento sugere que Z. mobilis ndo responde ao Al-2
sintético. Por esta razdo, foi decido refazer o experimento original com o sobrenadante
da cultura de E. coli KX1123 nas mesmas condi¢des (YANG, 2011). Nesse experimento,
uma cultura de Z. mobilis ZM4 foi cultivada em meio RM com o sobrenadante da cultura
de E. coli KX1123 na proporg¢ao de 1:1 (v/v) por 16h. Como controles negativos, 0 mesmo
procedimento foi realizado com o sobrenadante da cultura de E. coli KX1218 (versdo
mutante que ndo produz Al-2) e com o meio de cultura puro. Amostras foram retiradas
para a quantificagdo de etanol ao longo do experimento (Figura 10) e ao final, o extrato

de proteinas intracelulares foi analisado em SDS-PAGE (Figura 11).
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Figura 10. Producao de etanol por Z. mobilis induzida com o sobrenadante da cultura de E. coli KX1123.
Uma cultura controle sem indugdo e outro controle induzido com o sobrenadante da cultura de E. coli
KX1218 foram usados para comparagao. Todas as culturas foram realizadas em triplicatas bioldgicas. O

erro padrio esta representado por barras em cada ponto.
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Figura 11. Extrato de proteinas intracelulares da linhagem ZM4 de Z. mobilis ap6s 16h de cultivo e indugdo
em gel desnaturante de Poliacrilamida 12%, corado com Comassie Blue Coloidal. 1 — ZM4 induzida apenas
com meio de cultura. 2 — ZM4 induzida com o sobrenadante da cultura de E. coli KX1123. 3 - ZM4 induzida
com o sobrenadante da cultura de E. coli KX1218. M — o marcador Unstainded Protein Molecular Weight

Marker (ThermoFisher), com os valores das bandas em kDa.
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Nenhuma resposta diferencial foi encontrada tanto em relagdo a producao de etanol,
quanto a produ¢do de proteinas intracelulares visiveis em gel de poliacrilamida. Esses
experimentos indicam que o Al-2 ndo induz qualquer modificag@o na resposta ao estresse
fermentativo, ou na produgdo de etanol em Z. mobilis ZM4, contrariando os resultados
obtidos por Yang (2011).

Dessa forma, os estudos em relacdo ao AI-2 foram encerrados e as outras
abordagens para analisar os mecanismos de resposta ao estresse fermentativo em Z.

mobilis continuaram sendo desenvolvidos.
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4.3. Padronizagao de técnicas e ferramentas para a manipulacao genética

de Z. mobilis

A manipulacdo genética de Z. mobilis ainda ndo € totalmente estabelecida, existindo
uma quantidade relativamente baixa de opg¢des de plasmideos replicativos e de métodos
de transformacao eficientes (CAO et al., 2016; DONG et al., 2011; JEON; SVENSON;
ROGERS, 2005; ZOU et al., 2011, 2012). Logo, para o desenvolvimento deste projeto,
foi necessario analisar e estabelecer as condi¢des adequadas para transformar Z. mobilis
de forma eficiente, e ainda obter um plasmideo que fosse replicativo e estavel.

Os plasmideos da série pBBRIMCS (KOVACH et al.,, 1994, 1995) foram
escolhidos por apresentarem uma origem de replicacao inespecifica com alta estabilidade
em Z. mobilis (DONG et al., 2011; ZOU et al., 2011, 2012). Os plasmideos pPBBR1IMCS
(resisténcia a cloranfenicol) e pPBBR1IMCS-2 (resisténcia a canamicina) foram testados
com um cassete de expressao sintético contendo o gene reporter AmyE de Bacillus subtilis
e o promotor e terminador do gene da piruvato descarboxilase (pdc) de Z. mobilis,
gerando os vetores pPB1_Amy e pB2 Amy (Figura 12). A regido codificadora do gene da
a-amilase foi otimizado para a expressdo em Z. mobilis ZM4. Para possibilitar a secre¢ao
da enzima, o peptideo sinal da proteina ZMOO0130 de Z. mobilis fui fusionado a regido 5’
do gene da amilase (WANG et al., 2012). Apds a sintese, os plasmideos finais foram
sequenciados (Anexo 3). Apesar de ndo existirem estudos comparativos especificos sobre
promotores de Z. mobilis, o promotor e o terminador pdc sdo os mais utilizados e
apresentam elevada atividade (CONWAY et al., 1987).

Um dos maiores problemas para a transformag¢ao de Z. mobilis ¢ a presenca de um
sistema de restricdo endogeno que degrada o DNA introduzido (KERR et al., 2011).
Como o reconhecimento do plasmideo pelo sistema de restri¢ao esta associado ao padrao
de metilacio do DNA, os vetores pBl Amy e pB2 Amy foram transformados na
linhagem de E. coli IM110, que ndo modifica 0 DNA com metilagdes, para diminuir a

taxa de degradacdo (ZOU et al., 2012).
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Figura 12. Mapa dos plasmideos pBl Amy e pB2 Amy, baseados nos plasmideos pBBRIMCS e
pBBRIMCS-2. Amy — gene sintético otimizado da o-amilase (AmyE) de Bacillus subtilis; MOB —
Sequéncia de mobilidade; MCS — Sitios multiplos de clonagem; CmR — gene da enzima cloranfenicol
acetiltransferase; KanR — gene de resisténcia a kanamicina; Ppdc — Promotor do gene da piruvato
descarboxilase de Z. mobilis; Tpdc — Terminador do gene da piruvato descarboxilase de Z. mobilis; pBBR1

oriV e Rep — Origens de replicagdo do pBBRIMCS.

Apos a passagem por E. coli IM110, os vetores pBl Amy e pB2 Amy foram
transformados por eletroporagcdo em Z. mobilis ZM4 segundo adaptagdes do protocolo
mais recente proposto (ZOU et al., 2012) e apresentaram eficiéncia de transformacdo
aproximadamente igual a 5x103 colonias e 9x10° colonias por pg de DNA,
respectivamente. Em seguida, algumas colonias transformadas foram selecionadas para
o crescimento em placas com meio contendo amido e todas apresentaram halo de
hidrolise (Figura 13).

Com esse resultado, fica estabelecido um sistema eficiente de transformagao de Z.
mobilis, além de garantida a funcionalidade do sistema de expressdo montado nos
plasmideos pPBBRIMCS, com o promotor e o peptideo sinal ativos. Essas ferramentas
serdo utilizadas nas proximas etapas para os estudos dos mecanismos de resposta a

estresse em Z. mobilis ZM4.
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Figura 13. Clones de Z. mobilis transformados com os plasmideos pB1_Amy (1 e 2), pB2 Amy (3 ¢ 4),
pBBRIMCS (C1 e C2) e pPBBRMCS-2 (C3 e C4) em placa com meio RM (contendo 1% de Amido) corado

com vapor de lodo ap6s 24h de crescimento.
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4.4. Analise da relagao da proteina ZM00994 com a resposta ao estresse

fermentativo em Z. mobilis ZM4

4.4.1. Delegao do locus ZM0O0994 de Z. mobilis ZM4

O desenvolvimento de técnicas de engenharia genética especificas para Z. mobilis
permitiu que a analise de genes e proteinas relacionados a resposta ao estresse
fermentativo fossem conduzidas. A primeira andlise realizada foi com a proteina
hipotética ZMO0994. Esta proteina apresenta homologia ao grupo de proteinas LEA de
plantas, tradicionalmente relacionadas a resposta ao estresse hidrico. H4 indicativos de
que a sua expressdo ¢ aumentada em Z. mobilis na presenga de etanol (comunicacio
pessoal). Por esta razdo, foi proposto um sistema de dele¢ao do locus génico que codifica
essa proteina em Z. mobilis ZM4.

Um vetor para a recombinacdo homologa foi montado com 674 pb da regido 5’ e
672 bp da regido 3’ do gene ZM 00994 flanqueando o gene de resisténcia a cloranfenicol.
Para a montagem do vetor, o DNA gendmico de Z. mobilis ZM4 foi extraido e utilizado
como molde para amplificagdo dos fragmentos de homologia por PCR (Figura 14). O
gene de resisténcia ao cloranfenicol também foi amplificado por PCR a partir do vetor
pBBRIMCS. O plasmideo pGEM-T (PROMEGA) foi utilizado como base para a
construcao do vetor. Os trés fragmentos amplificados mais o plasmideo linear foram
ligados com o sistema In-Phusion (CLONTECH, 2012) e transformados em E. coli DH5a,
formando o vetor pKO0994 (Figuras 15 e 16).
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Figura 14. Analise eletroforética da extragdo de DNA gendmico de Z. mobilis ZM4 e da amplificacdo dos
fragmentos de homologia ao gene ZM00994 por PCR. Eletroforese em Gel de Agarose 1% corado com
brometo de etideo. M1 — Marcador GeneRuler 1 kb plus (Sigma-Aldrich). M2 — Marcador 2-log DNA
ladder (NEB). 1 — DNA genomico extraido de Z. mobilis ZM4. 2 — PCR da regido 5’ do gene ZM00994
de Z. mobilis ZM4 (709 pb). 3 — PCR da regido 3° do gene ZM0O0994 de Z. mobilis ZM4 (707 pb). 4 — PCR
do gene da cloranfenicol acetiltransferase (897 pb). Os tamanhos dos fragmentos dos marcadores estdo

indicados em kb.

(5135) Pvull

\acZa

(3" Locus ZM0O0994 (53 pb))
Pvull (763)

AmpR promoter!

AmpR!
pKO0994

5245 bp Pvull (1344)

(5" Locus ZM0O0994 (100 pb)}

lacZa

Pvull (2571)

Figura 15. Mapa do vetor pKO0994, baseado no plasmideo pGEM-T. CmR — Gene de resisténcia a
Cloranfenicol. Regido 5’ ¢ 5° Locus ZM 00994 — Sequéncia homologa a regido 5° do gene ZM00994 (674
pb). Regido 3’ ¢ 3’ Locus ZM 00994 — Sequéncia homdloga a regido 3’ do gene ZM00994 (672 pb). Ori
e F1 Ori — Origens de replicagdo em E. coli. AmpR — Gene de resisténcia a Ampicilina. lacZa — Gene

interrompido da Lactase.
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Figura 16. Analise eletroforética do perfil de restricdo do vetor pKO0994 em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. 1 — Plasmideo intacto. 2 — Digestdo do plasmideo com a enzima Pvu II. M —
Marcador de massa molecular 2-log (NEB), os valores referentes aos tamanhos dos fragmentos estdo

indicados na figura. As setas indicam o tamanho esperado para os fragmentos de DNA da digestao.

Caso ocorra a recombinacdo homologa, 378 pb da regido interna do locus
ZMO0994 serdo substituidos por 897 pb do gene de resisténcia ao cloranfenicol (Figura
17A). Como o pGEM-T nao ¢ replicativo em Z. mobilis, e alguns trabalhos demonstram
a possibilidade de integracdo homologa a partir do vetor intacto (ALEXEYEV, 1999;
KERR et al., 2011; SENTHILKUMAR et al., 2004), foi realizada a transformagao de Z.
mobilis ZM4 por eletroporacdo com o plasmideo circular apos demetilacdo em E. coli
IM110.

O clone transformante selecionado teve a delecdo do locus ZMO0994 confirmada
por PCR com a utilizagdo de um par de primers externos ao /ocus de integragdo e uma
combinagdo com um primer interno ao gene de resisténcia ao cloranfenicol (Figura 17).

Com a delegdo confirmada, a linhagem foi denominada Z. mobilis ZM4 A994.
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(|) Regido 5' (574 bp) Locus ZMO0994 (531 pb) Regigo 3' (619 bp)
Primer 1: Primer 2:
994_Ex5’ 994_Ex3’
"Locus ZM00994 (53 bp
(1) Regiio5' (574 b) Regiio 3 (619 )

(5" Locus ZMO0994 (100 bp)] (3" Locus ZM0O0994 (53 bp)]

(|||) Regido 5' (574 bp) v Regido 3' (619 bp)
— —> -
Primer 1: Primer 3 Primer 2:
994_Ex5’ CmR_In 994_Ex3’
B
M WT (1-2)  A994(1-2) WT (2-3)  A994(2-3)
3,0Kb
2,0Kb
1,5 Kb
1,0 Kb

!
Figura 17. Delegdo do locus ZMO0994 do genoma de Z. mobilis ZM4. (A) Esquema ilustrativo da

recombinag@o homoéloga no locus ZM0O0994. Em (1) esta representado o locus ZMO0994 nativo; Em (II)
esta representado o cassete de integracdo do plasmideo pKO0994; Em (III) estd representado o locus
ZMO0994 ap6s a interrupgdo por recombinagdo homoéloga. O conjunto de primers usado para verificar a
delecdo esta representado por setas pretas e ntimeros: (1) Primer 994 Ex5’; (2) Primer 994 Ex3’; (3) Primer
CmR _In. (B) Eletroforese em gel de agarose 1% com os produtos de PCR das linhagens ZM4 WT e
ZM4 A994 com os pares de primers: 1-2 (WT — 2173 bp; A994 — 2773 bp) e 2-3 (WT — nao reage; A994
— 1331 bp). M ¢ o marcador de DNA 1Kb (SINAPSE, Brasil).
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4.4.2. Analise da linhagem ZM4_A994 quanto a resposta ao estresse fermentativo.
Com a constru¢do bem-sucedida da linhagem ZM4 A994, foi proposta a analise do
crescimento dessa linhagem em condigdes de estresse térmico, estresse osmotico
induzido por glicose e estresse de etanol. Desta forma, curvas de crescimento foram feitas
com a incubacdo em leitor automatico de placas por 24h nas 3 condigdes de estresse e na
condi¢do padrdo de cultivo para a comparacao com a linhagem selvagem (Figuras 18, 19,
20 e 21).

Contrariando a premissa de que a proteina ZM0O0994 ¢ importante para a resposta
ao estresse de etanol, foi observado um aumento na tolerdncia ao etanol e ao calor na
linhagem deletada em relagdo a selvagem, sugerindo que essa proteina tenha um papel
antagonico aos mecanismos de resposta ao estresse de etanol e temperatura.

Quanto ao estresse osmotico, a importancia da proteina ZM0O0994 foi evidenciada
na diminui¢do da taxa de crescimento em condic¢des de alta concentragdo de glicose que
a linhagem ZM_A994 apresentou em relagdo a linhagem selvagem (Figura 21). Esse
padrdo ¢ consistente com a hipotese de que a proteina ZMO0994 tenha um efeito similar

em Z. mobilis ao efeito osmorregulador que o grupo de proteinas LEA apresenta em

plantas.
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Figura 18. Curva de crescimento em condi¢des padroes das linhagens de Z. mobilis ZM4 WT e
ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 2% de glicose, a 30°C por 24h em leitor
automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas bioldgicas. O erro padrao esta

representado em cada ponto.
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Curva de Crescimento a 39°C
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Figura 19. Curva de crescimento em condi¢des de estresse de temperatura das linhagens de Z. mobilis
ZM4 WT e ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 2% de glicose, a 39°C por
24h em leitor automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas biologicas. O
erro padrdo esta representado por barras em cada ponto. *Nos pontos indicados, a diferenga entre as duas

linhagens ¢ estatisticamente significativa em um teste t ponto-a-ponto (p < 0,001).

Curva de Crescimento com 60 g/L de Etanol
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Figura 20. Curva de crescimento em condigdes de estresse de etanol das linhagens de Z. mobilis ZM4 WT
e ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 2% de glicose e 60 g/L de etanol, a 30°C
por 24h em leitor automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas bioldgicas.
O erro padrdo esta representado por barras em cada ponto. *A partir deste ponto, a diferenga entre as duas

linhagens ¢ estatisticamente significativa em um teste t ponto-a-ponto (p < 0,001).
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Curva de Cresimento com 160 g/L de Glicose
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Figura 21. Curva de crescimento em condigdes de estresse osmotico das linhagens de Z. mobilis ZM4 WT
e ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 160 g/L de glicose, a 30°C por 24h em
leitor automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas bioldgicas. O erro padrao
esta representado por barras em cada ponto. *A partir deste ponto, a diferenga entre as duas linhagens ¢

estatisticamente significativa em um teste t ponto-a-ponto (p < 0,001).

Como o efeito na tolerancia ao etanol, observado na linhagem ZM4 A994, foi
oposto a premissa original, um segundo ensaio foi realizado para verificar o aumento na
resposta ao etanol apds a delecdo do locus ZMO0994. Nesse ensaio, a viabilidade celular
foi observada apos culturas crescidas das linhagens ZM4 WT e ZM4 A994 serem
expostas a diferentes concentragdes de etanol por 24h (Figura 22).

Em concentracdes de etanol superiores a 110 g/L, torna-se significativa a maior
tolerancia da linhagem ZM4 A994 em relacdo a selvagem. Esse efeito se contrapde a
reducdo da tolerdncia ao estresse osmotico observado nos experimentos anteriores,
ratificando um possivel antagonismo entre a resposta ao estresse de etanol e a resposta ao
estresse osmotico em Z. mobilis ZM4. Apesar dos indicios observados nos experimentos,
ainda ndo ¢ possivel descrever o mecanismo de atuagdo da proteina ZM00994 na resposta

aos estresses estudados.
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Figura 22. Tolerancia ao etanol das linhagens ZM4 WT e ZM4 A994 de Z. mobilis. Apés 24h de
exposi¢ao a diferentes concentragdes de etanol, trés aliquotas de cada cultura foram plaqueadas e incubadas
por 24h. Em seguida, as colonias foram contadas. Os dados estdo apresentados como a média de amostras
feitas em triplicata biologica repetida duas vezes. O erro padrdo estd representado por barras. *A diferenga

entre as duas linhagens ¢ estatisticamente significativa em um teste t (p < 0,001).

4.4.3. Analise da linhagem ZM4_A994 quanto a resposta ao estresse de Furfural.

Foi proposto que a proteina ZMO0994 poderia ter um papel essencial na resposta
ao estresse de metabolitos presentes em celulose hidrolisada (comunicagdo pessoal). Com
a finalidade de testar essa hipotese, curvas de crescimento foram feitas em um leitor de
placas, nas mesmas condi¢des dos experimentos anteriores, com a presenga de 10 mM de
furfural (Figura 23) ou 10mM de HMF — Hidroximetilfurfural (Figura 24) no meio de
cultura.

A premissa original sugere que a proteina ZMO0994 ¢ importante para os
mecanismos de tolerdncia a furfural e a HMF em Z mobilis. Este experimento
demonstrou que ambas linhagens reduzem a taxa de crescimento na presenca desses
inibidores, e que apenas na presenga de furfural ha uma diferenga significativa entre o
crescimento das duas linhagens ap6s 20h de cultivo (Figura 23). Mas diferente do
esperado, a linhagem ZM4 A994 apresentou crescimento mais rapido do que a linhagem

selvagem.
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Curva de Crescimento com 10mM de Furfural
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Figura 23. Curva de crescimento na presenga de furfural das linhagens de Z. mobilis ZM4 WT e
ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 2% de glicose e 10 mM de furfural, a
30°C por 24h em leitor automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas
bioldgicas. O erro padrao estd representado por barras em cada ponto. *A partir deste ponto, a diferenga

entre as duas linhagens ¢ estatisticamente significativa em um teste t ponto-a-ponto (p < 0,001).

Curva de Crescimento com 10mM de HMF
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Figura 24. Curva de crescimento na presenga de hidroximetilfurfural (HMF) das linhagens de Z. mobilis
ZM4 WT e ZM4 A994. O cultivo foi realizado em 1,0 mL de meio RM com 2% de glicose ¢ 10 mM de
HMF, a 30°C por 24h em leitor automatico de placas. Todas as culturas foram realizadas em quintuplicadas

bioldgicas. O erro padrio esta representado por barras em cada ponto.
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Todas as andlises da linhagem com a proteina ZMO0994 deletada corroboram a
ideia de que hd uma relacdo direta entre essa proteina e os mecanismos de reposta ao
estresse osmotico, especificamente a altas concentragdes de glicose. Simultaneamente,
observa-se que ha uma fun¢ao antagonica dessa proteina em relacdo a resposta a elevadas
concentragdes de algumas substincias toxicas como etanol e furfural.

Considerando o conjunto de fenotipos que foram afetados pela delecdo dessa
proteina, ¢ possivel afirmar que ela possui uma ampla atuacdo nos mecanismos de
resposta a estresses em Z. mobilis. Principalmente em relacdo ao estresse osmotico, efeito
que, até o momento, s6 havia sido demonstrado em procariotos que expressavam, de
forma heterdloga, proteinas da familia LEA de plantas (LIU et al., 2015; ZENG et al.,
2018).

Ap6s a finalizacdo da andlise da linhagem ZM4 A994 e do papel de uma proteina
especifica, iniciou-se a proxima estratégia com uma abordagem mais generalista para
tentar observar a correlagdo entre os diferentes tipos de estresse fermentativo e os

principais mecanismos transcricionais relacionados.
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4.5. Estudo da relacdao dos fatores transcricionais sigma 70, sigma 32 e
sigma 24 com os mecanismos de resposta ao estresse fermentativo em Z.

mobilis ZM4

Na anotacdo do genoma de Z. mobilis ZM4 existem 5 fatores sigmas descritos. O
fator sigma 38, que geralmente ¢ responsavel pela resposta as condi¢cdes gerais de
estresse, nao foi encontrado até o momento (SEO et al., 2005). Desta forma, levantou-se
a hipotese de que os fatores sigma 32 e sigma 24, geralmente associados aos mecanismos
transcricionais de resposta ao estresse de temperatura em outras bactérias (ERICKSON;
GROSS, 1989; GOPALKRISHNAN; NICOLOFF; ADES, 2014; NAKAHIGASHI;
YANAGI; YURA, 1995; RAINA; MISSIAKAS; GEORGOPOULOS, 1995),
assumiriam essa fun¢do, levando ha uma sobreposi¢ao entre os mecanismos de resposta
ao estresse de temperatura, estresse osmotico e estresse de etanol.

Até o momento, ndo ha estudos experimentais que demostrem a fung¢ao dos fatores
transcricionais sigma 32 e sigma 24 em Z. mobilis, logo, foi proposta a construcao de
linhagens que superexpressam esses fatores sigma com o objetivo de testar o efeito
causado na resposta aos estresses fermentativos. Para efeito comparativo, também foi
construida uma linhagem que superexpressa o fator sigma 70, o Unico fator transcricional
jé testado experimentalmente em Z. mobilis (TAN et al., 2016), e uma linhagem que

contém o plasmideo vazio como controle negativo.

4.5.1. Construcdao de linhagens de Z. mobilis que superexpressam os fatores
transcricionais sigma 24, sigma 32 e sigma 70.

Para a constru¢do das linhagens, o plasmideo pB1 Amy (Figura 12) foi utilizado
como base. Apesar de tanto a constru¢do com o gene de resisténcia a cloranfenicol,
(pB1_Amy) quanto a constru¢do com o gene de resisténcia a canamicina (pB2_Amy)
serem funcionais, a concentracdo de cloranfenicol utilizada para selecionar os clones
transformante ¢ cinco vezes menor do que a concentragdo de canamicina necessaria
(tabela 6), tornando o vetor pB1 _Amy a melhor escolha.

O gene da a-amilase foi excisado do vetor pB1 _Amy com as enzimas de restri¢ao
Nde 1 e Sal 1 e aregido codificadora dos genes nativos dos fatores sigma 70, sigma 24 e

sigma 32 (rpoD, rpoE e rpoH, respectivamente) foram amplificados por PCR do genoma
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de Z. mobilis ZM4 (Figura 25). Os fragmentos amplificados foram ligados ao plasmideo
linearizado utilizando o sistema In-Phusion (CLONTECH, 2012). Em seguida, os vetores
de expressao foram transformados em E. coli DH5a, dando origem aos vetores pB1_s70,
pB1 s24 e pB1 s32 (Figura 26). Nessa construgdo, os genes estdo sob o controle do
promotor constitutivo da piruvato descarboxilase (pdc), que ¢ uma das proteinas mais

expressas em Z. mobilis (YANG et al., 2009a).

Figura 25. Analise eletroforética da amplificacdo da regido codificadora dos genes rpoD, rpoE e rpoH de
Z. mobilis ZM4 por PCR. Eletroforese em Gel de Agarose 1% corado com brometo de etideo. M —
Marcador 1 kb DNA ladder (PROMEGA). M2 — Marcador 2-log DNA ladder (NEB). 1 — Produto de PCR
do gene rpoD (ZMO1623) de Z. mobilis ZM4 (2047 pb). 2 — Produto de PCR do gene rpoH (ZMO0749)
de Z. mobilis ZM4 (940 pb). 3 — Produto de PCR do gene rpoE (ZMO1404) de Z. mobilis ZM4 (729 pb).

Os tamanhos dos fragmentos dos marcadores estao indicados em kb.
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(cat promotert (cat promoter!

‘cat promoter

Figura 26. Mapa dos plasmideos pB1_s70, pB1_s24 e pB1_s32, baseados no plasmideo pBBR1MCS. rpoD
— gene nativo de Z. mobilis que codifica o fator sigma70; rpoE — gene nativo de Z. mobilis que codifica o
fator sigma24; rpoH — gene nativo de Z. mobilis que codifica o fator sigma32 MOB — Sequéncia de
mobilidade; MCS — Sitios multiplos de clonagem; CmR — gene da enzima cloranfenicol acetiltransferase;
Ppdc—Promotor do gene da piruvato descarboxilase de Z. mobilis; Tpdc— Terminador do gene da piruvato

descarboxilase de Z. mobilis; pBBR1 oriV e Rep — Origens de replicagdo do pBBR1IMCS.
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Todos os vetores foram transformados em E. coli JM110 para serem demetilados
e, em seguida, transformados em Z. mobilis ZM4 por eletroporagdo, obtendo-se as
seguintes linhagens: ZM4 pB1 (Controle negativo), ZM4 p70 (Sigma 70), ZM4 p24
(Sigma 24) e ZM4 p32 (Sigma 32).

A selecdo dos clones transformantes foi feita em placas com meio RM e
cloranfenicol, mas para confirmar a presenca e integridade dos plasmideos, eles foram
extraidos de Z. mobilis, transformados em E. coli DH5a para amplificagdo, extraidos e
depois sequenciados em triplicata nas duas dire¢des pelo método de Sanger (Anexo 7).

Com isso, as linhagens construidas foram confirmadas e serdo utilizadas para

estudar o efeito desses fatores sigmas na resposta ao estresse fermentativo.
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4.5.2. Caracterizacdao da expressao dos fatores sigma em Z. mobilis.

A confirmacdo de que os fatores sigma estdo sendo expressos nas linhagens de Z.
mobilis ¢ essencial para dar continuidade as andlises de resposta aos estresses. Os fatores
sigma sdo proteinas nativas da préopria bactéria e como ndo hé anticorpos comerciais
disponiveis, a utilizacdo de Western Blot quantitativo ¢ inviavel.

Sendo assim, o RNA total de cada linhagem foi extraido durante o inicio da fase
exponencial de crescimento e utilizado para andlise por RT-qPCR para quantificar o
mRNA correspondente ao gene introduzido em cada linhagem e comparar com o controle
negativo (Figura 27). Em outra andlise, um SDS-PAGE foi feito com o extrato de
proteinas intracelular e extracelular de cada linhagem durante a fase exponencial de

crescimento (Figura 28).

1000 B ZM4 p70
ZM4_p24
B ZM4 p32
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>

N\ (Qo

Q &
K °

Figura 27. Niveis relativos de expressdo dos genes rpoD, rpoE e rpoH nas linhagens de Z. mobilis. O RNA
extraido de culturas crescidas até ODsoonm = 1,0 (inicio da fase exponencial) foi quantificado por RT-PCR
em tempo real com iniciadores especificos para os genes rpoD, rpoE e rpoH nas linhagens ZM4 p70,
ZM4 p24 e ZM4 p32, respectivamente. A alteragdo dos niveis de mRNA foi calculado em relagdo a
expressdo do mesmo gene na linhagem controle (ZM4 pB1) e normalizado pela expressdo do rRNA 16S.
Os dados apresentados sdo o valor médio de amostras feitas em triplicata bioldgica e técnica e o erro padrdo
esta representado por barras. *A diferenca para o controle negativo ¢ estatisticamente significativa em um

teste-t (p <0,001).

76



RESULTADQOS
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Figura 28. Analise eletroforética do extrato de proteinas extracelulares (A) e intracelulares (B) de culturas

das linhagens de Z. mobilis em gel de poliacrilamida desnaturante 12%, corado com Comassie Blue
Coloidal. As linhagens tiveram as proteinas extraidas apds crescimento até ODegoonm = 1,5 (fase
exponencial). Linhagens: 1 - ZM4 pBl; 2 - ZM4 p70; 3 - ZM4 p24; 4 - ZM4 p32. M — marcador

Unstainded Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher), com os valores das bandas em kDa.

Apesar de nenhuma diferenca ser visivel no perfil de proteinas das linhagens que
expressam os fatores sigma, o nivel de expressio do mRNA correspondente a cada
linhagem esté4 consideravelmente aumentado. O gene rpoD foi o que apresentou o menor
aumento da expressao relativa ao controle (1,84 + 0,20 vezes), o que pode ser explicado
pela elevada transcricdo que o fator sigma 70 j& apresenta nas células durante a fase
exponencial. Os genes rpoE e rpoH estdo relativamente muito mais expressos (161,9
8,9 vezes e 61,5 + 4,2 vezes, respectivamente) do que o controle, j4 que os niveis
transcricionais desses genes na linhagem selvagem sdo muito baixos em condi¢des
normais de cultivo.

Em seguida, com o objetivo de averiguar se ha alguma mudanca fenotipica nas
linhagens construidas e se essas mudancas refletem na resposta ao estresse fermentativo,
cada linhagem foi estudada quanto a sua capacidade de crescimento nas diferentes
condicdes de estresse osmotico induzido por glicose, estresse de etanol e estresse de

temperatura.
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4.5.3. Anadlise da resposta ao estresse fermentativo nas linhagens de Z. mobilis que

expressam os fatores sigma.

A andlise das linhagens ZM4 pB1, ZM4 p70, ZM4 p24 e ZM4 p32 foi realizada
em trés abordagens experimentais. O primeiro foi um experimento de crescimento em
microplacas de 24 pocos em 3 condi¢des distintas de estresse e na condi¢do de
crescimento padrdo. Como o objetivo deste ensaio ¢ observar a relacdo entre toda a
cinética de crescimento celular e as condigdes impostas de estresse osmotico, de
temperatura e de etanol, foi utilizado um baixo indculo inicial (ODsoonm = 0,01).

Além do efeito sobre o crescimento das células causado por um fator de estresse
isoladamente, ¢ importante estudar a correlagdo entre os diferentes fatores de estresse.
Dessa forma, o segundo experimento realizado avaliou o crescimento das células em
condi¢des simultdneas e variadas desses fatores de estresse. Para tanto, a andlise
multifatorial de superficie de resposta (Delineamento Composto Central Rotacional —
DCCR) foi idealizada para testar a correlagcdo entre o estresse de temperatura e de etanol
em duas condi¢des diferentes de concentragdo de glicose, com 20 g/L e com 160 g/L.
Como essa analise € um estudo transversal de um momento do crescimento das células,
uma quantidade maior de células foi utilizada para o inicio da cultura (ODsoonm = 0,10).

Apesar da abordagem de DCCR acarretar em um mapeamento do perfil de
crescimento das linhagens de Z. mobilis em diferentes condi¢des de estresse, essa andlise
tem mais relevancia qualitativa para observar as tendéncias da superficie de resposta do
que realmente um valor quantitativo da resposta, por isso ¢ fundamental que haja a
validagdo do modelo por meio de ensaios experimentais nas condi¢des preditas por cada
superficie de resposta (RODRIGUES; LEMMA, 2014). Sendo assim, apds a constru¢ao
do modelo de superficie de resposta de cada linhagem, foram escolhidos trés pontos
dentro de cada modelo e os resultados foram validados por experimentos em
quintuplicatas biologicas em cada ponto escolhido.

Por ultimo, o terceiro experimento foi uma fermentacdo em frasco para estudar a
influéncia da superexpressao dos fatores sigma sobre o consumo de glicose, a producao
de etanol e sobre o acumulo de metabdlitos. Essa andlise ¢ necessaria para estudar a
influéncia dos fatores sigma sobre o metabolismo de Z. mobilis, levando a observagao de
fendomenos especificos que nao estdo atrelados ao crescimento celular.

Como a expressao de cada fator sigma ¢ independente, a apresentacdo e analise dos

resultados correspondentes serdo apresentados individualmente sobre cada linhagem.
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4.5.3.1. Sigma 70

A expressao do fator sigma 70 alterou drasticamente o crescimento celular quando
o cultivo foi realizado em altas concentragdes de glicose. Em todos os experimentos, a
linhagem ZM4 p70 apresentou inibi¢do do crescimento quando a concentragdo de
glicose estava em 160 g/L (Figuras 29 e 30). Mas a taxa de consumo de glicose nao foi
alterada durante a fermentacdo em frasco (Tabela 10), sugerindo que a inibi¢do do
crescimento nao tem relagdo com os transportadores de glicose, mas provavelmente com

0 estresse osmotico.
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Figura 29. Curvas de crescimento das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p70 em meio RM na condi¢@o padrdo
de cultivo (20 g/L de glicose ¢ 30°C), a 39°C, com 50 g/L de etanol e com 160 g/L de glicose. Os dados
representam a média de uma quintuplicata biologica. O erro padrdo estd representado por barras em cada

ponto.
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Figura 30. Superficie de resposta das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p70 em um delineamento composto
central rotacional em meio RM com 20 g/L de glicose e com 160 g/L de glicose. A produ¢do de biomassa
(barra de cores em mg/L) apos 10h de cultivo foi analisada em resposta a variagdo da concentragdo de
etanol e da temperatura de crescimento. Todos os modelos foram parametrizados para um nivel de
significancia p < 0,05 e confirmados experimentalmente por quintuplicatas biologicas em trés diferentes

pontos de cada modelo.

Tabela 9. Validagao experimental dos modelos de DCCR para a linhagem ZM4_p70

Condig¢des experimentais

39°Ce 10 g/L® 34°C e 30 g/L? 32°C e 55 g/L®
Linhagens
Crescimento com 20 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 106,70 724 111,41 +0,87 160,85+3,40 155,13+ 1,80 104,94 +4,94 9943 + 1,20
ZM4 p70 112,63+9,23  111,39+1,03 101,07+£5,21 95,95+0,34 87,91 +8,30 95,22 + 0,80
Crescimento com 160 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 53,54 + 6,60 57,09 £0,15 87,06 £ 3,10 91,02+ 0,48 54,68 +4,50 51,30+0,33
ZM4 p70 20,48 + 8,70 1,67+ 0,29 0,00 + 3,84 0,00+ 0,01 0,00 + 8,17 0,01 £0,01

?Quantidade de etanol presente no meio de cultura no inicio do cultivo. ’Biomassa celular (mg/L) medida

apos 10h de cultivo. Todos os cultivos foram repetidos 5 vezes com colonias distintas de Z. mobilis.
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O aumento na concentracdo do fator sigma 70 pode ser competitivo com outros
fatores transcricionais pelo recrutamento do ntcleo da RNA polimerase, afetando a
sintese e o transporte de osmoprotetores e levando a uma resposta adaptativa ao choque
osmotico mais lenta. Mais estudos sdo necessarios para testar essa hipotese.

Outra curiosidade observada na linhagem ZM4 p70 foi a dréstica redug¢do no
acimulo de 4cido latico (tabela 11). Como a unica via de produgdo de lactato em Z.
mobilis ¢ por meio da enzima lactato desidrogenase, ¢ provavel que o excesso de fator
sigma 70 tenha inibido a expressdo dessa enzima, ou tenha alterado o fluxo de piruvato
para o ciclo de 4cido citrico, ja que os outros possiveis caminhos, que seriam a produ¢ao

de acetato ou de etanol, ndo foram aumentados.

Tabela 10. Parametros fermentativos da linhagem ZM4 p70

Produtividade Consumo de Produtividade
Linhagem u? (h'h de Biomassa® Glicose® de etanol®
(mg L' h) (gL'h') (gL 'ht)
ZM4 pBl1 0,3327+0,0134 265,5+2.8 6,598 + 0,058 3,193 £ 0,028
ZM4 p70 0,3598 + 0,0086 2554+25 6,435 + 0,060 3,137 £0,022

*M¢édia da taxa de crescimento em fase exponencial de uma fermentagdo em meio RM com 100 g/L de
glicose por 24h. PProdutividade e consumo médio de amostras das culturas ap6s 14h de fermentagdo. Nao
ha diferencga estatistica entre as linhagens. Todas as culturas foram feitas em triplicata bioldgica.

Tabela 11. Acimulo de metabdlitos da linhagem ZM4 p70

Concentragao Concentracao Concentragao
Linhagens de Lactato? de Glicerol* de Acetato®
(mg L™ (mg LY (mg L
ZM4 pBl1 1254+ 1,9 211,4+3,1 1061,8 + 12,0
ZM4 p70 3,2 4+ 2,6%%* 226,7 + 14,1 640,2 & 2,3%**

*Média da concentragio méxima do metabélito apds 24h de fermentacio. E estatisticamente significativa a
diferenga para o controle (ZM4 pBl) em um teste t (***p<0,001). Todas as culturas foram feitas em
triplicata biologica.
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4.5.3.2. Sigma 24

A linhagem ZM4 p24 mostrou aumento significativo na tolerancia a temperaturas
elevadas (Figuras 31 e 32). Isso ¢ consistente com o papel desse fator sigma em algumas
bactérias, como um mediador auxiliar do Sistema de Resposta a Choque Térmico
(HSRS). Apesar desta confirmagdo, ndo foram encontradas evidéncias claras de que a

resposta ao etanol também ¢ controlada por este fator sigma.
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Figura 31. Curvas de crescimento das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p24 em meio RM na condigdo padrdo
de cultivo (20 g/L de glicose ¢ 30°C), a 39°C, com 50 g/L de etanol e com 160 g/L de glicose. Os dados
representam a média de uma quintuplicata bioldgica. O erro padrdo estd representado por barras em cada

ponto.

De fato, a superficie de resposta apresenta pequenas variagdes na tolerancia ao
etanol. Analisando a resposta com 20 g/L de glicose (Figura 32), a linhagem ZM4 p24 ¢
mais resistente ao etanol a 30°C, mas € menos resistente do que a linhagem controle a
34°C (tabela 12). A relagdo do fator sigma 24 com a sobreposi¢do dos mecanismos de

resposta aos diferentes fatores de estresse ndo ficaram claros nesses experimentos.
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Figura 32. Superficie de resposta das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p24 em um delineamento composto
central rotacional em meio RM com 20 g/L de glicose e com 160 g/L de glicose. A produ¢ao de biomassa
(barra de cores em mg/L) apos 10h de cultivo foi analisada em resposta a variagdo da concentragdo de
etanol e da temperatura de crescimento. Todos os modelos foram parametrizados para um nivel de
significancia p < 0,05 e confirmados experimentalmente por quintuplicatas biologicas em trés diferentes

pontos de cada modelo.

Tabela 12. Validagao experimental dos modelos de DCCR para a linhagem ZM4_p24

Condigdes experimentais

39°Ce 10 g/L® 34°C e 30 g/L? 32°C e 55 g/L®
Linhagens
Crescimento com 20 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 106,70+ 7,24  111,41+0,87 160,85+3,40 155,13 +1,80 104,94 £494 99,43 +1,20
ZM4 p24 151,10+ 8,11 162,02 + 1,70 135,28 £3,21 127,63 +0,79 93,34+5,15 94,03+ 1,77
Crescimento com 160 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 53,54 £ 6,60 57,09 £0,15 87,06 £ 3,10 91,02+ 0,48 54,68 +4,50 51,30+0,33
ZM4 p24 77,01 £5,00 73,95 +0,21 90,99 £ 1,98 89,73+ 0,12 63,44 £ 3,18 60,87+ 0,69

?Quantidade de etanol presente no meio de cultura no inicio do cultivo. PBiomassa celular (mg/L) medida

apos 10h de cultivo. Todos os cultivos foram repetidos 5 vezes com colonias distintas de Z. mobilis.
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Entdo, apesar da hipotética relacdo entre as respostas aos estresses de calor e de
etanol em Z. mobilis, estes resultados ndo a associam ao fator sigma 24. E considerando
a reducdo na produtividade de etanol e biomassa observada durante a fermentagdo da
linhagem ZM4 p24 (Tabela 13), ¢ possivel que o excesso de sigma 24 interfira com os

mecanismos de adaptagdo ao etanol.

Tabela 13. Parametros fermentativos da linhagem ZM4 p24

Produtividade Consumo de Produtividade
Linhagens u? (h'h de Biomassa® Glicose® de etanol®
(mg L' h) (gL'h') (gL 'ht)
ZM4 pBl1 0,3327+0,0134 265,5+2.8 6,598 + 0,058 3,193 £ 0,028
ZM4 p24 0,3464 + 0,0108 238,0 £ 4,9%* 6,439 £ 0,094 2,937 £ 0,036**

*M¢édia da taxa de crescimento em fase exponencial de uma fermentagdo em meio RM com 100 g/L de
glicose por 24h. PProdutividade e consumo médio de amostras das culturas apés 14h de fermentagio. E
estatisticamente significativa a diferenga para o controle (ZM4 pB1) em um teste t (**p<0,01). Todas as
culturas foram feitas em triplicata bioldgica.

Tabela 14. Acamulo de metabdlitos na linhagem ZM4 p24

Concentragao Concentracao Concentragao
Linhagens de Lactato® de Glicerol* de Acetato®
(mg L) (mg L) (mg L)
ZM4 pBl1 1254+ 1,9 211,4+3,1 1061,8 + 12,0
ZM4 p24 11,1 + 5,4%%* 141,3 & 4,5%%* 1001,6 + 12,2

*Média da concentragio méxima do metabélito apds 24h de fermentacio. E estatisticamente significativa a
diferenga para o controle (ZM4 pBl) em um teste t (***p<0,001). Todas as culturas foram feitas em
triplicata biologica.
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4.5.3.3. Sigma 32

A superexpressao do fator sigma 32 aumentou a tolerancia a temperaturas elevadas,
confirmando o papel predito como um fator transcricional do HSRS, mas o resultado mais
intrigante foi o aumento na resposta a elevadas concentragdes de glicose e a redugdo na
tolerancia ao etanol que a linhagem ZM4 p32 apresentou (Figuras 33 e 34).

Esse resultado sugere que o HSRS, modulado pelos fatores sigma 24 e sigma 32,
ndo tem relacdo direta com os mecanismos de resposta ao etanol em Z. mobilis ZM4. E
com uma analise mais detalhada das superficies de resposta, parece existir uma tendéncia

antagdnica entre esses dois mecanismos de adaptagao.
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Figura 33. Curvas de crescimento das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p32 em meio RM na condigdo padrido
de cultivo (20 g/L de glicose ¢ 30°C), a 39°C, com 50 g/L de etanol e com 160 g/L de glicose. Os dados
representam a média de uma quintuplicata biologica. O erro padrdo estd representado por barras em cada

ponto.
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Figura 34. Superficie de resposta das linhagens ZM4 pB1 e ZM4 p32 em um delineamento composto
central rotacional em meio RM com 20 g/L de glicose e com 160 g/L de glicose. A produ¢do de biomassa
(barra de cores em mg/L) apos 10h de cultivo foi analisada em resposta a variagdo da concentragdo de
etanol e da temperatura de crescimento. Todos os modelos foram parametrizados para um nivel de
significancia p < 0,05 e confirmados experimentalmente por quintuplicatas biologicas em trés diferentes

pontos de cada modelo.

Tabela 15. Validagao experimental dos modelos de DCCR para a linhagem ZM4_p32

Condigdes experimentais

39°Ce 10 g/L® 34°C e 30 g/L? 32°C e 55 g/L®
Linhagens
Crescimento com 20 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 106,70+ 7,24  111,41+£0,87 160,85+3,40 155,13+ 1,80 104,94 + 4,94 99,43 +£1,20
ZM4 p32 147,67+9,39  150,88+0,51 126,02+3,72 125,89 +0,56 70,19 £5,97 58,19 +0,26
Crescimento com 160 g/L de glicose
Predito® Obtido® Predito® Obtido® Predito® Obtido®
ZM4 pBl1 53,54 £ 6,60 57,09 £0,15 87,06 £ 3,10 91,02+ 0,48 54,68 £ 4,50 51,30+ 0,33
ZM4 p24 77,01 £5,00 73,95 +0,21 90,99 £ 1,98 89,73+ 0,12 63,44 £ 3,18 60,87+ 0,69

?Quantidade de etanol presente no meio de cultura no inicio do cultivo. PBiomassa celular (mg/L) medida

apos 10h de cultivo. Todos os cultivos foram repetidos 5 vezes com colonias distintas de Z. mobilis.
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Quando analisada a resposta ao choque osmotico, a linhagem ZM4 p32 além de
mais tolerante, também apresenta um aumento significativo na taxa de consumo de
glicose (Tabela 16), mas sem alterar os outros parametros fermentativos ou o acimulo de
metabolitos (Tabela 17). O aumento da taxa de crescimento celular observado na figura
32 ndo foi observado durante a anélise de fermentacdo em frasco, pois com apenas 100

g/L de glicose no meio de cultura ndo ha estresse osmotico para as células.

Tabela 16. Parametros fermentativos da linhagem ZM4 p32

Produtividade Consumo de Produtividade
Linhagens u? (h'h de Biomassa® Glicose® de etanol®
(mg L' h) (gL 'h') (gL 'ht)
ZM4 pBl1 0,3327+0,0134 265,5+2.8 6,598 + 0,058 3,193 £ 0,028
ZM4 p32 0,3396 + 0,0151 255,9+2.8 6,900 + 0,057*** 3,177 + 0,060

*M¢édia da taxa de crescimento em fase exponencial de uma fermentagdo em meio RM com 100 g/L de
glicose por 24h. PProdutividade e consumo médio de amostras das culturas apés 14h de fermentagio. E
estatisticamente significativa a diferenga para o controle (ZM4 pB1) em um teste t (***p<0,001). Todas
as culturas foram feitas em triplicata biologica.

Tabela 17. Acamulo de metabdlitos na linhagem ZM4 p32

Concentragao Concentracao Concentragao
Linhagens de Lactato? de Glicerol* de Acetato®
(mg L™ (mg LY (mg L™
ZM4 pBl1 1254+ 1,9 211,4+3,1 1061,8 + 12,0
ZM4 p32 95,1 & 1,2%** 2133+£22 977,0+ 15,5

*Média da concentragio méxima do metabélito apds 24h de fermentacio. E estatisticamente significativa a
diferenga para o controle (ZM4 pBl) em um teste t (***p<0,001). Todas as culturas foram feitas em
triplicata biologica.

O fator sigma 32 pode levar a modificagdes na composicdo da membrana
plasmatica, como observado em outras bactérias (LIM et al., 2013; RODRIGUEZ et al.,
2008), o que poderia aumentar o influxo de glicose e diminuir a tolerancia ao etanol sem
alterar o metabolismo primario na linhagem ZM4 p32.

Esse efeito observado na linhagem ZM4 p32 parece muito similar aos resultados
encontrados para a linhagem ZM4 A994. A delegdo da proteina ZMO0994 diminuiu a
resposta ao choque osmoético e aumentou a tolerancia ao etanol, o que ¢ exatamente o
oposto do observado com a superexpressdo do fator sigma 32. E possivel que a proteina

ZMO0994 tenha alguma fun¢do sinalizadora que se relacione com o controle
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transcricional de Z. mobilis, mas os dados até o0 momento sdo insuficientes para concluir
se essa correlagdo ¢ verdadeira.

As evidéncias apresentadas sugerem a sobreposi¢do dos mecanismos de choque
térmico e choque osmotico em Z. mobilis ZM4, o que corrobora a hipotese de que em Z.
mobilis o fator sigma 32 atua simultaneamente na resposta a diferentes fatores de estresse,
como ¢ sugerido para outras bactérias (BIANCHI; BANEYX, 1999; COOK; USSERY,
2013).
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5. DISCUSSAO

5.1 Manipulagdao Genética em Z. mobilis

O desenvolvimento de técnicas eficientes para a manipulacao genética de Z. mobilis
foi o primeiro desafio a ser superado neste trabalho. Tratando-se de uma bactéria
selvagem, ndo havia ferramentas e métodos especificos para a edi¢do gendmica ou para
a transformag¢do com plasmideos no inicio deste projeto. O principal método de
transformacdo utilizado na época era a conjugacdo com uma bactéria doadora, o que
limitava o tipo de DNA a ser introduzido nas células, além de ser uma técnica muito
dispendiosa (DEANDA et al., 1996; SKOTNICKI et al., 1982).

Em paralelo ao desenvolvimento deste trabalho, diversos estudos foram produzidos
com otimiza¢des para a técnica de eletroporacdo, além do desenvolvimento de
plasmideos especificos e métodos para a edicdo genomica (CAO et al., 2017, 2016;
DONG et al., 2011; ZOU et al., 2012). De maneira geral, o método de eletroporagdo
utilizado com sucesso durante este projeto foi uma adaptacao do trabalho de Zou ef al.
(2012), com algumas variagdes quanto ao indculo e o tempo de crescimento das culturas
de Z. mobilis. Ainda assim, a quantidade de DNA necessaria inviabiliza a transformacao
direta de sistemas de ligacdo, sendo necessaria a montagem dos vetores em E. coli € a
posterior passagem por uma linhagem de E. coli que ndo metile o DNA.

A utiliza¢do do vetor pPBBRIMCS foi eficiente, e o ensaio com a a-amilase de B.
subtilis demonstrou como a expressao de proteinas heterélogas pode ser funcional em Z.
mobilis (BARROS et al., 1996; IKUTA et al., 1990). Esse aspecto biotecnologico ¢é
comumente ignorado nos trabalhos cientificos, pois devido a baixa massa celular
produzida por Z. mobilis, ¢ geralmente aceito que esta bactéria ndo ¢ uma boa produtora
de proteinas heterologas (LINGER; ADNEY; DARZINS, 2010; ROGERS et al., 2007;
WANG et al., 2012). Com algumas otimizagdes, esse mesmo sistema pode ser utilizado
como base para uma nova plataforma de expressao de proteinas heter6logas, aproveitado
o status GRAS desta bactéria, seria possivel a sua utilizagdo na industria farmacéutica e
alimenticia.

Durante a delecdao do locus ZM0O0994, inicialmente foi tentada a transformacao
direta do produto de PCR linear (SOOTSUWAN et al., 2013), mas ndo houve sucesso,

sO entdo a utilizacdo do plasmideo ndo replicativo (pK0O0994) foi feita. Na primeira
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tentativa de delecdo do locus ZMO0994 com o sistema pKO0994 foi observado que as
colonias isoladas apresentavam os dois gendtipos simultaneamente, tanto o locus
selvagem quanto o /ocus deletado. Inicialmente foi pensado que o isolamento das colonias
ndo havia sido eficiente, levando a culturas mistas, mas mesmo apos diversas etapas de
novos isolamentos e aumento na concentracdo do antibidtico, os dois genotipos
continuavam presentes. Esse mesmo fendmeno foi observado durante a dele¢do de outros
genes em trabalhos paralelos do nosso grupo de pesquisa, mas ndo foram encontrados
registros na literatura. Em um trabalho que caracterizou as mutagdes presentes nos genes
de Z. mobilis foi observado indicios de que essa bactéria apresenta copias parciais do
cromossomo durante a fase exponencial (DEUTSCHBAUER et al., 2014), o que
explicaria a recombina¢ao homologa estar ocorrendo em apenas uma das copias e os dois
gendtipos serem mantidos. Aumentando a concentragdo do DNA utilizado para 10 pug no
sistema de transformagao possibilitou a selecdo de um clone completamente deletado para
o gene alvo, como foi demonstrado nos resultados.

Apesar dos resultados positivos para a manipula¢do genética neste projeto, ainda
existem muitas questdes que devem ser melhoradas para viabilizar projetos mais
complexos de engenharia genética e metabolica em Z. mobilis (ZHANG et al., 2019). O
uso de promotores mais controlaveis ainda ¢ um problema. O promotor pdc, que foi
utilizado neste trabalho, ¢ forte e constitutivo, mas ainda ndo ¢ completamente
caracterizado e ndo ¢ possivel controlar o seu nivel de expressdo. Em uma tese de
doutorado, oito versdes mutantes deste promotor foram construidas para modular a sua
atividade, sendo que sete dessas versdes apresentaram atividade gradativamente menor
do que o selvagem e uma versdo apresentou atividade superior ao selvagem,
possibilitando algum nivel de controle sobre a expressao de genes. Neste mesmo trabalho,
foi construida uma versdo otimizada do promotor /ac de E. coli funcional para Z. mobilis,
mas o nivel de expressdo foi muito baixo (DUNN, 2015).

A recente dele¢@o dos plasmideos naturais da linhagem Z. mobilis ZM4, junto com
o desenvolvimento do sistema CRISPR-Cas9 para essa bactéria (CAO et al., 2017;
DUNN, 2015), possibilitam a criagdo de linhagens recombinantes mais estaveis e
consequentemente mais adaptaveis as exigéncias industriais. No entanto, ainda ¢
necessario o desenvolvimento de plasmideos ou cromossomos artificiais que permitam a

transformagdo de multiplos genes e fragmentos maiores de DNA em Z. mobilis.
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5.2. Resposta ao estresse fermentativo em Z. mobilis

Neste trabalho foi demonstrado pela primeira vez que os fatores sigma 32 e sigma
24 ativam o HSRS em Z. mobilis ZM4. Essa evidéncia corrobora com as ideias correntes
que Z. mobilis apresenta um controle transcricional canonico para a resposta ao estresse
de temperatura e que essa resposta se sobrepde, ao menos em parte, aos outros
mecanismos de reposta ao estresse, como osmotico e etanol.

Os mecanismos de resposta ao estresse térmico em Z. mobilis comegaram a ser mais
estudados nos ultimos anos. Com abordagens gendmicas e transcriptomicas, diversos
genes e proteinas tém sido descritos como essenciais para a tolerdncia ao calor,
especialmente na linhagem termotolerante Z. mobilis TISTR 548 (CHAROENSUK et al.,
2017; MATSUSHITA et al., 2016; SOOTSUWAN et al., 2007). At¢ o momento, as
evidéncias indicam que Z. mobilis possui um sistema de choque térmico similar ao de E.
coli, com mecanismos que contribuem para a estabilizagdo da membrana e a manutengao
de macromoléculas (CHAROENSUK et al., 2017).

E 16gico assumir que mudangas na membrana e a manutengdo de macromoléculas
também estejam relacionadas a resposta celular ao etanol e a altas concentragdes de
glicose, mas até o momento os dados experimentais que se t€ém sio baseados em alguns
trabalhos com Z. mobilis na presenca de altas concentragdes de glicose (DOUKA et al.,
1999; ZHANG et al., 2015) ou de etanol (HE et al., 2012b; TAN et al., 2016; YANG et
al., 2013, 2014). Porém, a sobreposi¢ao destes dados ainda ndo ¢ conclusiva.

Com os dados aqui observados, ¢ possivel sugerir uma correlacdo entre essas
diferentes formas de estresse, mas contrariando o proposto na literatura, a correlagao entre
etanol e os outros estresses (choque osmotico e choque térmico) parece estar ligada de
forma antagdnica a proteina ZMO0994 e ao controle do fator sigma 32. Essa dualidade
entre a tolerancia ao etanol e o choque osmotico induzido por glicose tem sentido
fisiolégico, considerando que as culturas de células geralmente iniciam com a
concentracdo de glicose elevada e, ao decorrer do tempo, a concentragdo de glicose
diminui e a de etanol aumenta.

O principal mecanismo de controle do sigma 32 descrito para E. coli ¢ baseado na
degradagdo desse fator sigma em condi¢des normais de temperatura pela protease FtsH,

que mantém os niveis intracelulares de sigma 32 relativamente baixos (HERMAN et al.,
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1995). Apo6s o choque térmico, os niveis de sigma 32 aumentam significativamente (fase
de indugdo), o que leva a producdo das proteinas de resposta ao choque térmico. Em
seguida, ha uma rapida desativagdo da fase de indugdo pela acao das chaperonas DnaK e
Dnal, que inibem a atividade de sigma 32 por meio de uma associacdo multimérica
reversivel, controlando a quantidade deste fator sigma (NOGUCHI et al., 2014;
RODRIGUE-Z et al., 2008; SUZUKI et al., 2012).

Em um estudo com delegdes por transposon em Z. mobilis, algumas proteinas de
resposta ao choque térmico foram identificadas como essenciais para o crescimento a
39°C (CHAROENSUK et al., 2017). Outro trabalho observou um aumento na expressao
do fator sigma 32 e de algumas proteinas de resposta ao choque térmico (inclusive
algumas com dominio Dnal) quando Z. mobilis ZM4 esté sob estresse osmotico induzido
por glicose (ZHANG et al., 2015). Mas, o transcriptoma da Z. mobilis ZM4 nao
apresentou nenhuma expressao diferencial dessas proteinas quando exposta a 5% de
etanol (HE et al., 2012b). Como ainda ndo ha informagdes suficientes sobre o controle do
fator sigma 32 em Z. mobilis, apenas ¢ possivel concluir que a presenca desta proteina
ativa tanto o mecanismo de resposta ao choque térmico quanto o mecanismo de resposta
ao estresse osmotico, aumentando a taxa de consumo de glicose, e ainda reduzindo a
tolerancia ao etanol.

O papel da proteina ZMO0994 na resposta ao estresse osmotico ficou comprovado
nos resultados apresentados, mas ainda nao ¢ possivel descrever o mecanismo pelo qual
ela atua. Parece existir alguma relagdo entre o papel dessa proteina e o fator sigma 32,
considerando que o fendtipo das linhagens ZM4 A994 e ZM4 p32 sdo opostos em
relacdo a resposta ao estresse osmotico e de etanol. O aumento na tolerancia ao etanol
provocado pela delecdo do gene da proteina ZMO0994 pode ser de grande interesse
econdmico. Até o0 momento, o Unico trabalho com engenharia genética que obteve éxito
em aumentar a tolerancia ao etanol em Z. mobilis, o fez utilizando a Engenharia Global
da Magquinaria Transcricional (TME) (ALPER; STEPHANOPOULOS, 2007) com o
fator sigma 70 sob o controle do promotor pdc. No entanto, ndo foram feitas analises
transcriptomicas dessa linhagem e ndo foram identificados genes especificos (TAN et al.,
2016).

Ao utilizar a técnica de gTME com o fator sigma 70 de Z. mobilis, deve-se ter
cuidado com a concentragdo de glicose utilizada, pois aqui foi demonstrado que a
linhagem que tem a expressdo aumentada do sigma 70 perde adaptabilidade ao choque

osmotico induzido por altas concentragdes de glicose. Desta forma, as versdes mutantes
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do fator sigma 70 poderiam ter o crescimento aumentado em relacdo a um controle pela
simples inativacao desse fator, € ndo por um real aumento nos mecanismos de tolerancia
ao etanol. O uso de gTME com outros fatores sigma poderia fornecer informagdes
relevantes e ajudar na elucidacao desses mecanismos de resposta ao estresse.

Os fatores sigma 24, sigma 70, sigma 54 e sigma 28 sdo diferencialmente mais
expressos quando Z. mobilis ZM4 estad na presenga de etanol (HE et al., 2012b). Aqui,
apenas a superexpressdo do fator sigma 24 ndo resultou em um aumento significativo da
tolerancia de Z. mobilis ZM4 ao etanol, tornando impossivel uma conclusdo sobre o real
papel desse fator transcricional na resposta ao etanol. Mas considerando que tolerancia
ao etanol ¢ uma caracteristica complexa que envolve um conjunto de respostas em
diferentes niveis, ¢ provavel que seja necessaria a combinacao dos diversos fatores sigma
em concentragdes especificas para ter um aumento significativo desse fenotipo. Sendo
assim, técnicas mais abrangentes de analise podem ter um sucesso maior para o estudo
da resposta ao etanol, como a protedmica e transcriptdmica das linhagens ZM4 p32 e
ZM4  A994.

Outra possibilidade para estudar a tolerancia ao etanol em Z. mobilis seria utilizar
uma técnica de dele¢des randdmicas por transposon (PAPPAS; GALANI; TYPAS, 1997)
na linhagem ZM4 e na linhagem ZM4 p32 (que ¢ sensivel ao etanol) e verificar quais
mutacdes inibiriam o crescimento em etanol na linhagem selvagem e quais recuperariam
a tolerancia ao etanol na linhagem ZM4 p32, identificando assim os genes essenciais
para a tolerancia ao etanol e os genes cuja superexpressdo dificultam a ativagao desse

mecanismo.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foram aprimoradas técnicas para a manipulacdo genética de Z.
mobilis que permitiram o desenvolvimento deste e de outros projetos de expressdo de
proteinas heterologas e de engenharia metabdlica nessa bactéria. Além disso, a hipotese
de que o AI-2 aumentaria a produgdo e a tolerdncia ao etanol demonstrou estar
equivocada.

Novas evidéncias foram apresentadas sobre os mecanismos de resposta ao estresse
fermentativo e a relagdo com a proteina ZM0O0994 e com os fatores sigma 32 e sigma 24
em Z. mobilis ZM4:

e Os fatores sigma 32 e sigma 24 desempenham funcdo reguladora dos
mecanismos de resposta ao choque térmico.

e A delegdo da proteina ZMO0994 aumenta a tolerancia ao etanol e diminui a
adaptabilidade das células a concentragdes elevadas de glicose.

e A superexpressdo do fator sigma 32 aumenta a tolerancia ao estresse osmotico
induzido por glicose, assim como a taxa de consumo de glicose em condic¢des

fermentativas.
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ANEXOS

8. ANEXOS

Ncol (37)
SacIl (46)
EcoRV (51)

MCS

NotI (62)
Sall (75)
Ndel (82)
SacI (94)

/———Pvull (326)

(2890) Pwvull
(2861) Pvul

PGEM®-T

AmpR promoter 3000 bp

(1765) Pvul
AmpR

Anexo 1. Mapa do plasmideo de clonagem pGEM-T (Promega, EUA). f1 ori — origem
de replicacdo do bacteridfago f1. lacZa — gene da b-galactosidase. MCS — Multiplo sitios

de clonagem. AmpR — gene de resisténcia a ampicilina.

116



ANEXOS

Notl (319)
cat promoter

(4120) Pvull

(4016) EcoRI

(3715) Ncol
(3539) Pvull

(3321) Kpnl
(3302) Xhol
(3296) Sall
(3281) HindIII
(3277) EcoRV
(3269) EcoRI
(3259) Smal
(3257) Xmal
(3251) BamHI
(3239) Xbal
(3232) Notl
(3226) Sacll
(3219) Sacl

(3091) Pvull
(3062) Pvul

pBBR1MCS
4707 bp

Pvull (1739)

(4812) Pvull NotI (319)
(4718) BgIII

(4452) Pvull

(4122) Ncol

(3715) Ncol
(3539) Pvull

(3321) Kpnl
(3302) Xhol
(3296) Sall
(3281) HindIII
(3269) EcoRI
(3257) Xmal
(3251) BamHI
(3245) Spel
(3239) Xbal
(3232) NotI
(3226) SacIl
(3219) Sacl

(3091) Pvull
(3062) Pvul

pBBR1MCS-2

'OBBRI oriV

Pvull (1739)

Anexo 2. Mapa dos plasmideos pPBBRIMCS e pBBRMCS-2. MOB — Sequéncia de
mobilidade; MCS — Sitios multiplos de clonagem; CmR — gene da enzima cloranfenicol

acetiltransferase; KanR — gene de resisténcia a canamicina; pBBR1 oriV ¢ Rep —

Origens de replicacdo do pPBBR1MCS.
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Anexo 3. Mapa e sequéncia do cassete de expressdo sintético da alfa-amilase de B. subtilis
otimizado para Z. mobilis ZM4 (azul), com o promotor e¢ terminador da piruvato
descarboxilase (vermelho) e o peptideo sinal na proteina ZMOO0130 de Z. mobilis ZM4

(roxo).

(2226) End
Terminador PDC|
(Peptideo sinal ZM0O0130| (1970) Sall

Start (0) (510) Ndel

Promotor PDC

CTAGACTAGATGCGGTATAATATCTGTAACAGCTCATTGATAAAGCCGGTCGCTCGCCT
CGGGCAGTTTTGGATTGATCCTGCCCTGTCTTGTTTGGAATTGATGAGGCCGTTCATGA
CAACAGCCGGAAAAATTTTAAAACAGGCGTCTTCGGCTGCTTTAGGTCTCGGCTACGTT
TCTACATCTGGTTCTGATTCCCGGTTTACCTTTTTCAAGGTGTCCCGTTCCTTTTTCCC
CTTTTTGGAGGTTGGTTATGTCCTATAATCACTTAATCCAGAAACGGGCGTTTAGCTTT
GTCCATCATGGTTGTTTATCGCTCATGATCGCGACATGTTCTGATATTTTTCCTCTAAA
AAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGAAGAGGTTCATCATGAACAAAAATTCGGCA
TTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAACGACACTTTAGAGGTTTCTGGGTCATCC
TGATTCAGACATAGTGTTTTGAATATATGGAGTAAGCATATGATCAAGGTCCCTCGCTT
CATTTGTATGATCGCCTTAACGTCTAGCGTGTTGGCTTCTGGACTGTCTCAATCCGTCT
CCGCTCATGCTGAAACAGCCAATAAATCCAATAAAGTTACTGCCAGCTCTGTTAAGAAT
GGTACGATCTTACATGCGTGGAATTGGAGCTTCAATACCTTGACCCAGAATATGAAAGA
CATCCGTGATGCGGGTTATGCTGCTATTCAGACCTCTCCGATTAATCAGGTCAAGGAAG
GCAATCAAGGAGATAAGTCTATGCGGAATTGGTATTGGTTGTATCAACCGACCTCTTAT
CAGATTGGTAATCGCTATCTGGGTACAGAACAGGAGTTCAAGGATATGTGCGCTGCTGC
GGAGAAATATGGTGTCAAAGTCATTGTTGACGCGGTGATTAATCATACTACCTCTGACT
ATGGAGCGATCAGCGATGAAATCAAGCGTATTCCGAATTGGACGCATGGGAATACGCAA
ATCAAGAATTGGTCTGATCGCTGGGATGTCACCCAGAATAGCCTTCTGGGCCTGTATGA
TTGGAATACGCAGAATACCGAGGTTCAGGCATATCTGAAACGCTTTCTTGAACGTGCGT
TGAATGATGGAGCTGATGGTTTCCGTTATGATGCAGCGAAACATATCGAATTGCCAGAC
GATGGCAATTATGGTAGCCAGTTCTGGCCCAATATTACCAATACGTCTGCCGAGTTCCA
GTATGGCGAGATTCTGCAAGATAGCGCCAGCCGTGATACCGCCTATGCCAATTATATGA
ATGTGACTGCCAGCAATTATGGTCATAGCATCCGCTCTGCATTGAAGAATCGTAATCTT
TCTGTCAGCAATATTAGCCATTATGCGAGCGATGTTTCCGCAGATAAGCTGGTTACTTG
GGTCGAAAGCCATGATACCTATGCGAATGATGATGAAGAGTCTACGTGGATGAGCGATG
ACGACATTCGCCTGGGCTGGGCAGTTATCGGCAGCCGGAGCGGAAGCACTCCGTTGTTC
TTCTCTCGTCCTGAAGGTGGAGGTAATGGTGTCCGGTTTCCAGGCAAATCTCAGATTGG
AGATCGTGGGTCTGCCCTGTTCAAGGATCAAGCCATTACCGCAGTCAATACTTTCCATA
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ATGTTATGGCTGGACAGCCAGAAGAATTGTCCAATCCGAATGGCAATAATCAGATCTTC
ATGAATCAACGCGGTTCCAAAGGTGTTGTTCTTGCCAATGCCGGTTCCTCTTCTGTGAC
CATCAATACGTCTACTAAGTTGCCGGATGGCCGTTATGACAATCGCGCTGGTGCAGGTT
CCTTCCAGGTGGCGAATGGTAAGTTAACAGGGACCATTAATGCTCGTTCTGCTGCCGTT
CTGTATCCCGACGACATTGGAAATGCTCCTCATGTGTTTCTGGAGAATTATCAGACTGG
TGCTGTGCATTCCTTCAATTGAGTCGACTTTTTAAATAAACTTAGAGCTTAAGGCGAAA
AGCCCGTCCGGTTTTACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGACGACTCAAATGATGGGGT
AGGAGGCATAGCGCTTTTTTACGCGTTCCCTTTTTTCCTGATTTTCCCTCTCAACAAAA
ATGTCTTATTGAAACATAAATGACAGCTTTGTTTTTCTTTTCTATAAAATTGTTACAGA
ATCCCTTGCTAAGCAGGGCTGGCTCTTGACCGATAAAAAGAAC
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Anexo 4. Cromatogramas e curvas padroes para a quantificagdo de metabolitos por

HPLC. Os tempos de retencdo com a identificagdo de cada metobolito estdo indicados

nas figuras.
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y = 275230
Glicose: Tempo 5,472 min R2=1
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Anexo 5. Curva padrio da redugdo do Fe** com 4cido ascorbico para a quantificagdo
relativa de Al-2 (WATTANAVANITCHAKORN; PRAKITCHAIWATTANA;
THAMYONGKIT, 2014).
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ANEXOS

Anexo 6. Curva de eficiéncia relativa dos pares de iniciadores para as reagdes de RT-
qPCR. Os pares de iniciadores que amplificam regides dos genes rpoD, rpoE e rpoH de
Z. mobilis ZM4 foram comparados com o par de iniciadores que amplifica a regido do
RNA ribossomal 16S de Z. mobilis ZM4. O ACt foi calculado como a diferenca entre o Ct

de amplificacdo do gene alvo e do rRNA 16S. Para todos foi mantido o mesmo limiar de

amplificagao.
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y =-0,0465x + 8,003
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ANEXOS

Anexo 7. Analise do sequenciamento dos plasmideos pB1_s70, pB1_s24 e pB1_s32 nas
linhagens ZM4_p70, ZM4_p24 e ZM4_p32 respectivamente. A sequéncia Query é a
referéncia prevista na construcdo in silico e inicia-se no primeiro nucleotideo do
promotor PDC. A sequéncia Subject é o resultado do sequenciamento pelo método de
Sanger realizado por dois iniciadores em triplicata para cada plasmideo, sendo
considerada apenas a regido em que ha qualidade no sequenciamento. Os cddons de

inicio e final estdo destacados em cada sequéncia.

pB1_s70

Query 332 ATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGAAGAGGTT 391
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 1 TGATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGAAGAGGTT 60

Query 392 CATCATGAACAAAAATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAACGACACT 451

Sbjct 61  CATCATGAACAAARATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAACGACACT 120
Query 452 TGAATATATGGAGTAAGCAT 511
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjet 121 TTGAATATATGGAGTAAGCAT 180
Query 512 GACTACGGCTGAAGCGAAAAAAAATGCCGGTGATGCGCCGCTGATCGAT 571
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjet 181 AGACGACTACGGCTGAAGCGAARARARATGCCGGTGATGCGCCGCTGATCGAT 240

Query 572 TTGAATGAAACGTCGATCCGTAAATTCATAACGCAAGCCAAAAAGCGCGGATATGTAACC 631

Sbjct 241 TTGAATGAAACGTCGATCCGTAAATTCATAACGCAAGCCAAAAAGCGCGGATATGTAACC 300

Query 632 TATGACCAGCTGAATGAAGCTCTTCCACAGGACCAGATGTCTTCGGAACAGATCGAAGAT 691

Sbjct 301 TATGACCAGCTGAATGAAGCTCTTCCACAGGACCAGATGTCTTCGGAACAGATCGAAGAT 360

Query 692 ATTATGTCTGCCCTTTCGGAAATGGGCATCAATATCGTCGAAAATGAAGATAGCGGCGAG 751

Sbjct 361 ATGTCTGCCCTTTCGGAAATGGGCATCAATATCGTCGAAAATGAAGATAGCGGCGAG 420

Query 752 GATGGTCAGCAGGAAGAAGAAGACGCAGCCGAAGAGCTTCAGGGCGACGGTGGCACTTCT 811

Sbjct 421 GATGGTCAGCAGGAAGAAGAAGACGCAGCCGAAGAGCTTCAGGGCGACGGTGGCACTTCT 480

Query 812 GGCCATTACGACCAAGAAAGAAACATCCGACCGGACAGATGATCCGGTGCGT 871

Sbjct 481 GGCCATTACGACCAAGAAAGAAACATCCGACCGGACAGATGATCCGGTGCGT 540

Query 872 ATGTATCTCCGCGAAATGGGTGCGGTCGAGCTTTTGAGCCGTGAAGGTGAAATTGCGATC 931

Sbjct 541 ATGTATCTCCGCGAAATGGGTGCGGTCGAGCTTTTGAGCCGTGAAGGTGAAATTGCGATC 600

Query 932 GCCAAGCGGATCGAAGCTGGTCGCGACACCATGATTTTAGGGCTTTGCGAAAGCCCGATT 991

Sbjct 601 GCCAAGCGGATCGAAGCTGGTCGCGACACCATGATTTTAGGGCTTTGCGAAAGCCCGATT 660

Query 992 ACTTTTGACAACATTATCGAATGGTCGAATGCTCTGAATGAAGGCACGCTACAATTGCGT 1051

Sbjct 661 ACTTTTGACAACATTATCGAATGGTCGAATGCTCTGAATGAAGGCACGCTACAATTGCGT 720

Query 1052 GAAATCATTGATCTGGATGCGATGTTGACCCAAGGCCCCTCCCCCGATCAATTCGAGGAA 1111

Sbjct 721 GAAATCATTGATCTGGATGCGATGTTGACCCAAGGCCCCTCCCCCGATCAATTCGAGGAA 780
Query 1112 GACGGCGATGATAACGACAACGAGATTTCCGAGCGGAATGCGGGCCCGACCTTCAAAGAA 1171

Sbjct 781 GACGGCGATGATAACGACAACGAGATTTCCGAGCGGAATGCGGGCCCGACCTTCAAAGAA 840
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1172

1352

1021

1412

1081

1472

1141

1532

1201

1592

1261

1652

1321

1712

1381

1772

1441

1832

1501

1892

1561

1952

1621

2012

1681

2072

1741

2132

1801

2192

1861

2252

1921

2312

1981

GATGATGATGAAGATGATGACAGCGAAGGCGAGCTAGACGAAAACGGTCAGCGCATCCAG

GATGATGATGAAGATGATGACAGCGAAGGCGAGCTAGACGAAAACGGTCAGCGCATCCAG

CGTGAGAATATGGACGAGGAAGATGAAAACACCTTGTCTCTGGCGCAAATGGAAGAACAG

CGTGAGAATATGGACGAGGAAGATGAAAACACCTTGTCTCTGGCGCAAATGGAAGAACAG

CTTAAGCCAGCTTCTTTAGAAAAATTTGCTAAAATTGCTGATCTTTACCGCCAATTCTCG

CTTAAGCCAGCTTCTTTAGAAAAATTTGCTAAAATTGCTGATCTTTACCGCCAATTCTCG

GTTCTTCAGAATGCACGGATGCGGGCTTTAGGCGCGAATGAAGAATTTCCAGAGGATCAG

GTTCTTCAGAATGCACGGATGCGGGCTTTAGGCGCGAATGAAGAATTTCCAGAGGATCAG

GAAAACGCCTATCAGCAGCTTAGAGAAGAGCTGACCGCAGAAGTTGAAAGCGTCAAATTC

GAAAACGCCTATCAGCAGCTTAGAGAAGAGCTGACCGCAGAAGTTGAAAGCGTCAAATTC

CATAACGCTCGTATCGAATTTTTGGTTGAACAGCTTTATAACTATAACAGCCGTCTTAGA

CATAACGCTCGTATCGAATTTTTGGTTGAACAGCTTTATAACTATAACAGCCGTCTTAGA

ACGCTGAATGGTCAGATGTTGCGTCTGGCAGAACGTTATAAAGTGCCGCGTGATTCTTTC

ACGCTGAATGGTCAGATGTTGCGTCTGGCAGAACGTTATAAAGTGCCGCGTGATTCTTTC

CTCAATGCCTATTTGGGCAATGAAATGGAAGAAGGCTGGGTCGAACGCGTTTCAAAAATC

CTCAATGCCTATTTGGGCAATGAAATGGAAGAAGGCTGGGTCGAACGCGTTTCAAAAATC

GACAAAAAATGGGCTAACTTCACGACGAGTGAAGCCGAAAGCATCGAACGCATCCGTTCG

GACAAAAAATGGGCTAACTTCACGACGAGTGAAGCCGAAAGCATCGAACGCATCCGTTCG

GAAGTAGCCGAAATCGCCCAAGTCACCGGTATGACGTTAAAAGAATTACGTCGTATTGTG

GAAGTAGCCGAAATCGCCCAAGTCACCGGTATGACGTTAAAAGAATTACGTCGTATTGTG

ACCATGGTACAAAAAGGCGAAAGAGAAGCCCGCATCGCTAAAACCGAAATGGTTGAAGCC

ACCATGGTACAAAAAGGCGAAAGAGAAGCCCGCATCGCTAAAACCGAAATGGTTGAAGCC

AATCTGCGTTTGGTTATCTCTATTGCCAAAAAATATACCAATCGCGGTTTGCAGTTCCTT

AATCTGCGTTTGGTTATCTCTATTGCCAAAAAATATACCAATCGCGGTTTGCAGTTCCTT

GATCTTATTCAGGAAGGCAATATCGGTTTGATGAAGGCGGTCGATAAATTTGAATATCGT

GATCTTATTCAGGAAGGCAATATCGGTTTGATGAAGGCGGTCGATAAATTTGAATATCGT

CGCGGTTATAAATTCTCGACCTATGCCACTTGGTGGATTCGTCAGGCGATCACCCGTTCT

CGCGGTTATAAATTCTCGACCTATGCCACTTGGTGGATTCGTCAGGCGATCACCCGTTCT

ATTGCCGATCAGGCAAGAACCATCCGTATTCCAGTGCATATGATCGAAACGATCAACAAA

ATTGCCGATCAGGCAAGAACCATCCGTATTCCAGTGCATATGATCGAAACGATCAACAAA

CTGGTTCGGACAAGTCGCCAGATCTTGCATGAAATCGGTCGCGAACCGACGCCGGAAGAA

CTGGTTCGGACAAGTCGCCAGATCTTGCATGAAATCGGTCGCGAACCGACGCCGGAAGAA

GTCTTTCCATGCCGCTTGAAAAAGTACGCAAGGTTATGAAAATCGCGAAA

TTCCATGCCGCTTGAAAAAGTACGCAAGGTTATGAAAATCGCGAAA

GAGCCGATCAGTCTCGAAACGCCTATCGGTGATGAAGAAGACAGCCATCTCGGTGACTTT

CCGATCAGTCTCGAAACGCCTATCGGTGATGAAGAAGACAGCCATCTCGGTGACTTT

ATCGAAGATAAAAACGCCATTATTCCGGTCGATGCCGCTATTCAGGCCAATTTGAAAGAA

ATCGAAGATAAAAACGCCATTATTCCGGTCGATGCCGCTATTCAGGCCAATTTGAAAGAA

TGAAGAACG

1231

900

1291

960

1351

1020

1411
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1140
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1591

1260
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1320
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1440
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Query 2372
Sbjct 2041
Query 2432
Sbjct 2101
Query 2492
Sbjct 2161
Query 2552
Sbjct 2221
Query 2612
Sbjct 2281
pBl1_s24

Query 149
Sbjct 1

Query 209
Sbjct 61

Query 269
Sbjct 121
Query 329
Sbjct 181
Query 389
Sbjct 241
Query 449
Sbjct 301
Query 509
Sbjct 361
Query 569
Sbjct 421
Query 629
Sbjct 481
Query 689
Sbjct 541
Query 749
Sbjct 601
Query 809
Sbjct 661

TTTGGTATCGGGATGAATACCGATCATACTTTGGAAGAAGTCGGGCAGCAATTCTCGGTT

GTATCGGGATGAATACCGATCATACTTTGGAAGAAGTCGGGCAGCAATTCTCGGTT

ACCCGCGAACGTATTCGTCAGATCGAAGCAAAAGCGCTTCGGAAACTGAAACATCCTTCT

ACCCGCGAACGTATTCGTCAGATCGAAGCAAAAGCGCTTCGGAAACTGAAACATCCTTCT

CGTTCACGGAAGATGCGGAGCTTCCTCGACCACTAGGTCGACTTTTTAAATAAACTTAGA

CGTTCACGGAAGATGCGGAGCTTCCTCGACCACTAGGTCGACTTTTTAAATAAACTTAGA

GCTTAAGGCGAAAAGCCCGTCCGGTTTTACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGACGACTC

GCTTAAGGCGAAAAGCCCGTCCGGTTTTACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGACGACTC

AAATGATGGGGTAGGA 2627

AAATGATGTGGTAGGA 2296

CTTCGGCTGCTTTAGGTCTCGGCTACGTTTCTACATCTGGTTCTGATTCCCGGTTTACCT
LELCEELLECEE L P
CTTCGGCTGCTTTAGGTCTCGGCTACGTTTCTACATCTGGTTCTGATTCCCGGTTTACCT

TTTTCAAGGTGTCCCGTTCCTTTTTCCCCTTTTTGGAGGTTGGTTATGTCCTATAATCAC

TTTTCAAGGTGTCCCGTTCCTTTTTCCCCTTTTTGGAGGTTGGTTATGTCCTATAATCAC

TTAATCCAGAAACGGGCGTTTAGCTTTGTCCATCATGGTTGTTTATCGCTCATGATCGCG

TTAATCCAGAAACGGGCGTTTAGCTTTGTCCATCATGGTTGTTTATCGCTCATGATCGCG

ATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGAAGAG

TGATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGAAGAG

GTTCATCATGAACAAAAATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAACGAC

GTTCATCATGAACAAAAATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAACGAC

TGAATATATGGAGTAAG

TTGAATATATGGAGTAAG

CATATGATCGAAAATCATGAAAAAGAGACAAATTCTCCGGCTTTTGATTCTTCAAAATTA

CATATGATCGAAAATCATGAAAAAGAGACAAATTCTCCGGCTTTTGATTCTTCAAAATTA

GCAAAAGACAAAAAGGATTCTTCTCCAATTACTGATGATACGGGCGATAAACCGGAACAT

GCAAAAGACAAAAAGGATTCTTCTCCAATTACTGATGATACGGGCGATAAACCGGAACAT

TTCCTTATCCGACGAAGATTTCAGAATCCAGCTTGCCGAAGTCATTCCCCATCTCCGT

AT
CECELLTEEEELEE TP

ATTTCCTTATCCGACGAAGATTTCAGAATCCAGCTTGCCGAAGTCATTCCCCATCTCCGT

CACTTTCGGGCAATCGTGACGTTGCCGATGATCTGGTGCAAGAAACG

CGCTCACTTTCGGGCAATCGTGACGTTGCCGATGATCTGGTGCAAGAAACG

CTGTTAAAGGCATGGGGCGCACGTCAAAGATTTCAGGCTGGCACCAGTATGCGGGCTTGG

CTGTTAAAGGCATGGGGCGCACGTCAAAGATTTCAGGCTGGCACCAGTATGCGGGCTTGG

ACTTTTATTATTTTGCGTAACCTATTCCTGTCTCAAATGCGGCGTTCTCGCTTCAGAAGT

TTATTATTTTGCGTAACCTATTCCTGTCTCAAATGCGGCGTTCTCGCTTCAGAAGT

2431

2100

2491

2160

2551

2220

2611

2280

208

60

268

328

180

388

240

448

300

508

360

568

420

480

688

540

748

600

808

660

868
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Query 869
Sbjct 721
Query 929
Sbjct 781
Query 989
Sbjct 841
Query 1049
Sbjct 901
Query 1109
Sbjct 961
Query 1169
Sbjct 1021
Query 1229
Sbjct 1081
Query 1289
Sbjct 1141
Query 1349
Sbjct 1201
Query 1409
Sbjct 1261
pB1_s32

Query 325
Sbjct 1

Query 385
Sbjct 61

Query 445
Sbjct 121
Query 505
Sbjct 181
Query 565
Sbjct 241
Query 625
Sbjct 301
Query 685
Sbjct 361

GAATGGAATGAAGAGGCTGCTGCCAAACAATTGGTTGTTTCTGCCGGACAAGATCAGAAT

GAATGGAATGAAGAGGCTGCTGCCAAACAATTGGTTGTTTCTGCCGGACAAGATCAGAAT
TTGATCTTGGGCGATATCCAGCGTGCCTTGGGACATCTTCCTACCGCCCAACGCGAAGCC
CEEPEEETECEEE TP e e e ey
TTGATCTTGGGCGATATCCAGCGTGCCTTGGGACATCTTCCTACCGCCCAACGCGRAGCC

GCTTTTCTTACGAAGAAGCGGCTGACATTTGCGATTGT

GGGGCTTTTCTTACGAAGAAGCGGCTGACATTTGCGATTGT

CCGTTGGTACGATCAAAAGTCGGGTGGCGCGCGGACGTGCAGCCTTAGAAAAATTGGTG

GCCGTTGGTACGATCAAAAGTCGGGTGGCGCGCGGACGTGCAGCCTTAGAAAAATTGGTG

GATGGTGAAACGCTGGCTTCCCGTCATAATTCCGAAAGTTCAACACGCTCTGCGCTCGAT

GATGGTGAAACGCTGGCTTCCCGTCATAATTCCGAAAGTTCAACACGCTCTGCGCTCGAT

ATGATTATGGATGAAGTAAGCGACCTTAGTAACGGTCGCTAGGTCGACTTTTTAAATAAA

ATGATTATGGATGAAGTAAGCGACCTTAGTAACGGTCGCTAGGTCGACTTTTTAAATAAA

CTTAGAGCTTAAGGCGAAAAGCCCGTCCGGTTTTACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGA

CTTAGAGCTTAAGGCGAAAAGCCCGTCCGGTTTTACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGA

CGACTCAAATGATGGGGTAGGAGGCATAGCGCTTTTTTACGCGTTCCCTTTTTTCCTGAT

CGACTCAAATGATGGGGTAGGAGGCATAGCGCTTTTTTACGCGTTCCCTTTTTTCCTGAT

TTTCCCTCTCAACAAAAATGTCTTATTGAAACATAAATGACAGCTTTGTTTTTCTATTCT

TTTCCCTCTCAACAAAAATGTCTTATTGAAACATAAATGACAGCTTTGTT-TTCTTTTCT

ATATAATTG 1417

ATAAAATTG 1269

GACATGTTCTGATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGA

GATATTTTTCCTCTAAAAAAGATAAAAAGTCTTTTCGCTTCGGCAGA

AGAGGTTCATCATGAACAAAAATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAA

AGAGGTTCATCATGAACAAAAATTCGGCATTTTTAAAAATGCCTATAGCTAAATCCGGAA

TAAGCATATGGCCACCAGTAGCACCCTTCCGGCAGTGGTTCCTGCATTGGGCGGTGACCA

TAAGCATATGGCCACCAGTAGCACCCTTCCGGCAGTGGTTCCTGCATTGGGCGGTGACCA

GAGTCTTAACCATTACTTGGCCGATATCCGCAAATTTCCGATTTTAAAACCGGAAGAAGA

GAGTCTTAACCATTACTTGGCCGATATCCGCAAATTTCCGATTTTAAAACCGGAAGAAGA

ATATATGCTGGCTAAACGCTTTCAGGAACACCAAGATCCGAAAGCAGCCAGCCGTCTGGT

ATATATGCTGGCTAAACGCTTTCAGGAACACCAAGATCCGAAAGCAGCCAGCCGTCTGGT

AACCTCCCATTTACGTCTGGTTGCCAAAATCGCGATGGGATATCGCGGCTATGGCCTGCC

AACCTCCCATTTACGTCTGGTTGCCAAAATCGCGATGGGATATCGCGGCTATGGCCTGCC

780

988

1048

900

1108

960

1168

1020

1228

1080

1288

1140

1348

1200

1408

1260

384

444

120

504

180

564

240

624

300

684

360

420
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

865

541

925

1045

721

1105

781

1165

841

1345

1021

1405

1081

1465

1141

TGTTTCCGAATTGATTTCAGAAGGCAATATCGGCCTGATGCAGGGTGTCAAAAAATTTGA

TGTTTCCGAATTGATTTCAGAAGGCAATATCGGCCTGATGCAGGGTGTCAAAAAATTTGA

CCCCGAACGCGGTTTTCGCCTCGCAACCTATGCCATCTGGTGGATAAAGGCTTCTATTCA

CCCCGAACGCGGTTTTCGCCTCGCAACCTATGCCATCTGGTGGATAAAGGCTTCTATTCA

GGAATATATCCTGCGGTCTTGGAGTCTCGTTAAAATGGGAACTACTGCCGCACAAAAGAA

GGAATATATCCTGCGGTCTTGGAGTCTCGTTAAAATGGGAACTACTGCCGCACAAAAGAA

GCTGTTCTTCAACCTCCGGCGTTTAAAGAGCAATATGAATGCCTTTGAAGACGGGGATTT

GCTGTTCTTCAACCTCCGGCGTTTAAAGAGCAATATGAATGCCTTTGAAGACGGGGATTT

AAAACCGGATGAAGTCGACTCCATTGCGACCAATCTTGGGGTCAGCAATGAAGAAGTCGT

AAAACCGGATGAAGTCGACTCCATTGCGACCAATCTTGGGGTCAGCAATGAAGAAGTCGT

CAATATGAATCGCCGCATGGCGATGGGTGGCGACAGCTCGCTCAACATCACGATGCGGGA

CAATATGAATCGCCGCATGGCGATGGGTGGCGACAGCTCGCTCAACATCACGATGCGGGA

AGACGGCGAAGGCCAGATGCAAGACTGGCTGGTCGATCAGGAACCGCTACAAGACCAACA

AGACGGCGAAGGCCAGATGCAAGACTGGCTGGTCGATCAGGAACCGCTACAAGACCAACA

GATCGAAGAGGAAGAAGAAAGCCTCGTTCGTCATAAATTGTTGATCGAAGCGATGGATAA

GATCGAAGAGGAAGAAGAAAGCCTCGTTCGTCATAAATTGTTGATCGAAGCGATGGATAA

ACTGAACGACCGTGAAAAACATATTCTGACAGAAAGACGGTTAAGCGATAACCCGAAAAC

ACTGAACGACCGTGAAAAACATATTCTGACAGAAAGACGGTTAAGCGATAACCCGAAAAC

ACTGGAAGAATTAAGTCAGGTCTATGGTGTCAGCCGCGAACGTGTCCGGCAAATCGAGGT

ACTGGAAGAATTAAGTCAGGTCTATGGTGTCAGCCGCGAACGTGTCCGGCAAATCGAGGT

GAGAGCCTTCGATAAATTGCAAAAGGCGATCATGGAACTCGCCGGAGACAGAAAGCTGTT

GAGAGCCTTCGATAAATTGCAAAAGGCGATCATGGAACTCGCCGGAGACAGAAAGCTGTT

AGGTCGACTTTTTAAATAAACTTAGAGCTTAAGGCGAAAAGCCCGT

ATAGGTCGACTTTTTAAATAAACTTAGAGCTTAAGGCGAAAAGCCCGT

TACCGGGCGGGCTTTTTTTATCCAAGACGACTCAAATGATGGGGTAGGA 1520

TTTACCGGGCGGGCTTT-TTTATCCAAGACGACTCGAATGATGGGGTAGGA 1196

804

480

864

540

924

600

984

660

1044

720

1104

780

1164

840

1224

900

1284

960

1344

1020

1404

1080

1464

1140
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Anexo 8. Padrao de distribuicao das culturas de Z. mobilis em placa de 24 pogos com a
superficie ndo aderente (CELLSTAR®). BR = Branco, contém apenas o meio de cultura.

pB1 p24 p24 p70 p70 p32 A

pB1 p32 BR BR pB1 p32 B

p70 p24 BR BR p70 p24 C

p70 p32 p32 pB1 pB1 p24 D
1 2 3 4 5 6
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