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RESUMO
MARIA EDUARDA CAMPOS CASTRO DOS REIS

REGULACAO DE GENES RELACIONADOS A AQUISICAO DO FOSFATO NA
CIANOBACTERIA RAPHIDIOPSIS RACIBORSKII: LIGACAO DO ATIVADOR
TRANSCRICIONAL AO DNA

Orientador: Ana Beatriz Furlanetto Pacheco

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtenciao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Cianobactérias sao microrganismos aerdbios, fotoautotroficos, comuns em ambientes
aquaticos. A eutrofizagdo artificial vem aumentando a concentragdo de nitrogénio e fosforo
(N e P) nos corpos d 'agua, induzindo seu crescimento que, em excesso, gera floragdes com
alta densidade de células planctonicas. Raphidiopsis raciborskii ¢ uma espécie de
cianobactéria de distribui¢do mundial que possui diversas vantagens adaptativas, entre elas o
armazenamento de fosforo (P). Como ¢ capaz de fixar N, P torna-se o principal elemento
limitante para seu crescimento. Bactérias sentem a concentracdo de P no ambiente por meio
de proteinas receptoras de membrana (tipicamente PhoR) que transmitem sinal para proteinas
efetoras citoplasmaticas (tipicamente PhoB) que regulam a transcricao génica. Esse sistema
de regulacao chama-se regulon Pho e os genes envolvidos se relacionam com o metabolismo
de fosfato, ex., o transportador de fosfato inorganico PstS, além de outros que garantem
aquisi¢do, aproveitamento e estoque de P. O objetivo do trabalho ¢ investigar a ligagdo do
regulador transcricional PhoB de R. raciborskii a regides regulatorias de genes envolvidos
com o metabolismo de fosfato. Inicialmente, buscamos obter a proteina PhoB em sistema
recombinante. Os métodos envolveram extracdo de DNA genomico de uma linhagem de R.
raciborskii (ITEP), desenho de primers, amplificacdo do gene phoB por PCR, clonagem em
vetor de expressdao (pET28a), transformagao de E. coli BL21DE3, indugdo da expressdo e
purificacio de PhoB. Regides regulatorias foram obtidas por amplificagdo de regides a
montante do operon phoBR e pstSCAB, ligacdo dos insertos em vetor (pGEMTeasy),
transformacdo de E. coli DH5a e obtengdo dos fragmentos marcados de DNA por PCR.
Testes de interagdo proteina (PhoB) e DNA (regides regulatorias de phoBR e pstSCAB) in
vitro foram realizados por retardo de mobilidade eletroforética (Gel shift) e protecdo da
digestdo por DNase (DNase footprint). Como resultados, expressamos e purificamos a
proteina PhoB recombinante e clonamos as regides regulatérias permitindo obter os
fragmentos de DNA marcados para os testes de interacdao. Através de gel shift foi possivel
observar a interacdo da proteina PhoB as regides intergénicas. Ensaios de DNase footprint
também indicaram a interacdo mas precisam ser otimizados. O avanco deste estudo ird
permitir o mapeamento do sitio de ligagdo de PhoB aos genes regulados permitindo a busca
futura de novos genes do regulon deste ativador transcricional.

Palavras chave: regulacao transcricional; foésforo, cianobactérias
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ABSTRACT

MARIA EDUARDA CAMPOS CASTRO DOS REIS

REGULATION OF PHOSPHATE ACQUISITION GENES IN THE
CYANOBACTERIUM RAPHIDIOPSIS RACIBORSKII: BINDING OF THE
TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR TO DNA

Orientador: Ana Beatriz Furlanetto Pacheco

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Cyanobacteria are aerobic, photoautotrophic microorganisms commonly found in aquatic
environments. Artificial eutrophication has been increasing the concentration of nitrogen and
phosphorus (N and P) in water bodies, promoting their growth which, in excess, leads to
blooms with high densities of planktonic cells. Raphidiopsis raciborskii is a globally
distributed cyanobacterial species with various adaptive advantages, including phosphorus
(P) storage. Since it can fix nitrogen, phosphorus becomes the main limiting element for its
growth. Bacteria sense environmental phosphorus concentrations through membrane receptor
proteins (typically PhoR), which transmit signals to cytoplasmic effector proteins (typically
PhoB) that regulate gene transcription. This regulatory system is known as the Pho regulon,
and the associated genes are involved in phosphate metabolism, such as the inorganic
phosphate transporter PstS, as well as others that ensure phosphate acquisition, utilization,
and storage. The objective of this work was to investigate the interaction of the
transcriptional regulator PhoB of R. raciborskii to regulatory regions of genes involved with
the metabolism of phosphate. First, we obtained the PhoB protein in a recombinant system.
The methods involved the extraction of genomic DNA from an R. raciborskii strain (ITEP),
primer design, amplification of the phoB gene by PCR, cloning into an expression vector
(pET28a), transformation into E. coli BL21DE3, PhoB protein expression and purification.
Regulatory regions were obtained by amplifying upstream regions of the phoBR and pstSCAB
operons. ligating the inserts into a vector (pGEMTeasy), transforming E. coli DH5a and
obtaining DNA labeled fragments by PCR. In vitro interaction assays with PhoB protein and
DNA (regulatory regions of phoBR and pstSCAB) were performed through electrophoretic
mobility shift assays (EMSA) and DNase footprinting. As results, we expressed and purified
the recombinant PhoB protein and cloned the regulatory regions to obtain DNA labeled
fragments for interaction assays. Gel shift results showed the binding of the PhoB protein to
intergenic regions. DNase footprint also indicated these interactions, but need optimization.
The advancement of this study will enable mapping of PhoB interaction sites upstream of
regulated genes and the future research for new genes of the transcriptional activator regulon.

Keywords: transcriptional regulation; phosphorus; cyanobacteria
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS

MARIA EDUARDA CAMPOS CASTRO DOS REIS

COMO AS CIANOBACTERIAS SE ADAPTAM A FALTA DE FOSFORO E SUAS
IMPLICACOES NO AMBIENTE AQUATICO

Orientador: Ana Beatriz Furlanetto Pacheco

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Cianobactérias sdo organismos microscopicos comuns em lagos, rios e outros ambientes
aquaticos. Quando ha muito foésforo e nitrogénio na 4gua, como ocorre com a polui¢do, elas
podem crescer exageradamente, formando o que chamamos de floragdes. Essas floragdes
podem causar problemas ambientais, como a falta de oxigénio na 4gua, prejudicando peixes e
outros seres vivos. Neste projeto estudamos uma espécie chamada Raphidiopsis raciborskii
que consegue sobreviver mesmo com poucos nutrientes na agua porque armazena fosforo e
fixa nitrogénio. Para se adaptar ao ambiente, ela usa um sistema que "sente" a quantidade de
fosforo na 4gua, ativando genes especificos que ajudam na captacdo e uso eficiente desse
elemento. Nosso estudo investiga como Raphidiopsis raciborskii responde a falta de fosforo.
Para isso, trabalhamos com uma proteina chamada PhoB, que regula os genes responsaveis
por lidar com o fésforo. A partir da cianobactéria, retiramos o gene da proteina reguladora
PhoB e produzimos a proteina em laboratorio. Depois, testamos como a PhoB interage com
certas regides de DNA que controlam esses genes. Descobrimos que a PhoB se liga a regides
especificas do DNA, mostrando como essa bactéria pode ligar e desligar genes e ajustar seu
metabolismo para competir com outros organismos. Esses resultados podem ajudar a
entender melhor como evitar o crescimento descontrolado dessa espécie € minimizar seus
impactos no ambiente.

Palavras chave: cianobactéria; fosforo; regulacao de genes
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1. INTRODUCAO

1.1. Cianobactérias

As cianobactérias s3o bactérias Gram-negativas, aerdbicas que obtém energia
principalmente através da fotossintese. Cianobactérias capturam luz no espectro visivel da
radiacdo solar (400 to 700 nm) através de ficobilissomas, localizados nas membranas
tilacoides. A energia € transferida para o fotossistema II e em menor grau para o fotossistema
I. O fotossistema II quebra uma molécula de agua liberando oxigénio e prétons. Os elétrons
obtidos sdo transferidos em cadeia e atingem o fotossistema I, onde sdo usados para reduzir
NADP. A cadeia de transporte de elétrons também gera um gradiente de protons que sera
usado para sintese de ATP. NADPH e ATP serdo usados nas reacdes de fixagdo de carbono
da fase escura da fotossintese (Reece, 2015). Uma vez que o inicio da vida na Terra foi
possivel apenas para microrganismos anaerdbios, pois a atmosfera se apresentava anodxica,
acredita-se que alguns microrganismos fototréficos anoxigénicos evoluiram gerando
cianobactérias. Estas surgiram hé cerca de 2,7 bilhdes de anos e sua atividade fotossintética
foi gradualmente aumentando as concentragdes de oxigé€nio livre ao longo de 200-300
milhdes de anos, primeiro na dgua e depois na atmosfera. O Grande Evento de Oxigenagdo da
atmosfera ocorreu entre 2,4 ¢ 2,1 bilhdes de anos, quando o teor de oxigénio livre passou a
aumentar na atmosfera atingindo os niveis atuais. Esta alteracdo resultou na extingdo de
diversas formas de vida, pois o gés oxigénio foi toxico para vdrios tipos de organismos, e
favoreceu a evolugdo de formas de vida com metabolismo aerobico e, depois, de formas de
vida multicelulares (Madigan, 2016, Flores e Herrero, 2010). Grande parte dos
microrganismos anaerobios passaram a ocupar ambientes como solo e sub superficie de
oceanos.

Podemos encontrar cianobactérias nas formas unicelulares, coloniais ou filamentosas.
Vivem em ambientes aquaticos na grande maioria das vezes, de agua doce, salobra ou
salgada, podendo viver sob condi¢des extremas, desde fontes termais a desertos e regides
polares (Olsson-Francis; Cockell, 2010). Também ocorrem em simbiose com fungos e plantas
(Reece, 2015). Além disso, participam dos ciclos de carbono, oxigénio e do ciclo de
nitrogénio, ja que algumas espécies sao capazes de fixa-lo (Flores e Herrero, 2010).

Algumas cianobactérias possuem mecanismos de defesa contra possiveis predadores,
entre os quais esta a producdo de metabdlitos secundarios que ficam armazenados no citosol

da célula, sendo liberados caso ocorra lise celular. Estas cianotoxinas, acidentalmente,
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quando em contato com o ser humano e outros animais podem causar danos variados a satde,
afetando diferentes sistemas ou orgdos (figado, pele, sistema nervoso), podendo até mesmo
levar a morte por ingestdo de agua contaminada. Desta forma, a presenca excessiva de
cianobactérias em corpos d'dgua representa um sério problema para a satde publica e para o

meio ambiente (Azevedo, 1998).
1.2.  Floragoes de cianobactérias e eutrofizacao

Eutrofizagdo ¢ o aumento excessivo de nutrientes no ambiente aquatico, que esta
relacionado com o despejo de efluentes ndo tratados contendo matéria organica, ou ao
processo de lixivia¢ao, que carreia nutrientes para os corpos d 'agua. A alta concentragdo de
minerais e nutrientes, principalmente o aumento da concentracdo de nitrogénio e fosforo, ¢
capaz de induzir o crescimento de produtores primarios, como cianobactérias, microalgas e
plantas aquaticas. O crescimento excessivo de microrganismos planctonicos, ou seja, capazes
de flutuar e se posicionar na coluna de agua, ¢ chamado de floragdo. Ele ¢ seguido de
decomposicdo de matéria organica, o que provoca diminuicdo dos niveis de oxigénio
dissolvido na 4gua e consequentemente pode levar a morte de espécies que ali vivem,
gerando grandes efeitos negativos em ecossistemas aquaticos. Assim, o fendmeno da
eutrofizacdo esta diretamente relacionado a formagado de floragdes, sendo um dos maiores
responsaveis por estes eventos (Azevedo, 1998; Schindler, 2012).

Ha espécies de cianobactérias planctonicas capazes de se posicionar na coluna de dgua
gracas as vesiculas de gas produzidas, que fazem as células ascenderem até a superficie para
captar luz e descerem para areas mais ricas em nutrientes (Madigan, 2016). As floragdes
estdo relacionadas ao acimulo de células em determinadas camadas da coluna d’agua, na
superficie ou sub-superficie, associado a sua alta proliferacdo, o que confere turbidez a agua.
As cianobactérias, quando se reproduzem em excesso, podem alterar algumas caracteristicas
da agua, como cheiro, gosto e cor, além de tornar o ambiente em questdo improprio para

banho, recreacdo e consumo de agua, o que ¢ agravado quando ha producdo de cianotoxinas

(Azevedo, 1998; Schindler, 2012).
1.3.  Raphidiopsis raciborskii

Raphidiopsis raciborskii (anteriormente Cylindrospermopsis raciborskii) ¢ uma espécie
de cianobactéria filamentosa encontrada em dgua doce com distribuigio mundial (Fig. 1). E

considerada uma espécie invasora e ¢ capaz de formar floracdes em ambientes temperados e
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tropicais. Apresenta vantagens adaptativas como tolerancia a mudangas de temperatura, pH e
salinidade, possibilidade de posicionamento na coluna d’4gua (vesiculas de gés), capacidade
de fixacdo de nitrogénio (células diferenciadas em heterocitos), armazenamento de fosfato,
producdao de cianotoxinas e formacgdo de células de resisténcia (acinetos). Além disso, a
espécie conta com uma variedade de ecotipos, linhagens que apresentam adaptacdes
especificas a determinadas condigdes ambientais, o que confere maior flexibilidade e
possibilidade de sobrevivéncia quando as condi¢cdes ambientais mudam (Antunes et al.,
2015; Burford et al., 2016).

As cianotoxinas produzidas por esta espécie sao as cilindrospermopsinas, alcaloides
que atuam como inibidores de sintese protéica e tém principalmente acgdo citotdxica,
encontradas em certas linhagens da Asia e Oceania. J4 na América do Sul, linhagens toxicas
produzem as saxitoxinas, alcaloéides que tém efeito neurotdxico, causadoras de uma condicao
conhecida como PSP (paralytic shellfish poisoning) (Fig. 1). Ambas as toxinas causam danos
a saude de animais e seres humanos principalmente através da ingestdo de 4gua contaminada.
As populacdes de R. raciborskii incluem também linhagens ndo toéxicas (Azevedo, 1998;
Antunes et al., 2015; Burford et al., 2016).

Esta espécie de cianobactéria ¢ uma das principais formadoras de floracdes em agua
doce no Brasil e no mundo, principalmente por conta do aumento de disponibilidade de
nitrogénio e fosforo na dgua. Como a espécie tem capacidade de fixar o nitrogénio, a
disponibilidade de fosforo torna-se a sua principal limitagdo para sobrevivéncia e

crescimento.
(A) (B)

Figura 1 - Morfologia e distribui¢do de Raphidiopsis raciborskii (A) Filamentos de Raphidiopsis raciborskii
vistos em microscopio 6Otico. Fonte: Guedes, et al 2019. (B) Distribui¢do de R. raciborskii com indicagao de
locais de isolamento de linhagens produtoras de cilindrospermopsina (¢) e saxitoxinas (=), pontos pretos
correspondem a linhagens ndo toxicas. Fonte: Antunes et al., 2015.
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1.4. Resposta de R. raciborskii ao fosfato

O controle do aporte de P em corpos d’agua ¢ uma estratégia proposta para mitigar a
ocorréncia de floragdes de cianobactérias. A melhor abordagem seria a redugdo continua da
entrada de nutrientes no corpo d’agua. Porém, isso requer um planejamento complexo e de
longo prazo. Solucdes mais imediatas sdo aplicadas, incluindo tratamentos quimicos que
precipitam e em seguida imobilizam o P no sedimento. Um exemplo ¢ a argila modificada
com lantanio que liga o fosforo reativo solivel, conhecida como Phoslock. Porém, caso essas
medidas ndo sejam acompanhadas de agdes que limitem a entrada de P, novamente havera
elevacao de sua concentracdo na agua ¢ o efeito deste tipo de tratamento sera transiente
(Schindler, 2012). Nessa situacdo, dependendo de suas estratégias ecofisioldgicas para lidar
com a limitagdo de P, populacdes de cianobactérias podem persistir e voltar a formar
floragdes. Desta forma, conhecer a relagdo entre cianobactérias e disponibilidade de P, assim
como a sua resposta fisioldgica as variacdes dos niveis desse nutriente, podem contribuir para
a previsibilidade de formagao de floracdes e de sua dindmica apoés retirada desses nutrientes.

R. raciborskii ¢ considerada uma espécie oportunista quanto ao uso de fosforo
dissolvido. Ela responde a presenca de foésforo no ambiente, ativando sistemas de captacao e
armazenamento, como a assimilagdo, pela enzima fosfatase alcalina, e o estoque, através de
granulos de polifosfato, competindo assim com outros componentes do fitoplancton (Antunes
et al., 2015; Guedes et al., 2019). Uma vez que o fosforo (P) ¢ um nutriente limitante para a
espécie, estudar a sua resposta a disponibilidade deste elemento se faz essencial para
estratégias que buscam mitigar a ocorréncia de floragcdes por esta cianobactéria. Uma parte
deste conhecimento se refere a compreender os mecanismos de resposta a disponibilidade de

P por em nivel molecular através da regulacao da expressao génica.
1.5. Regulacdo da expressiao génica em resposta ao fosfato

A regulacdo da expressdo gé€nica opera no controle da ativacdo e repressdao de genes
envolvidos com a formagdo ou de um produto ou resposta celular adaptativa. Uma alteracdo
do ambiente extracelular ¢ transmitida para o meio intracelular por meio de proteinas de
membrana sensoras/sinalizadoras que podem interagir com proteinas intracelulares e ativar a
expressao de produtos génicos (proteinas) como resposta. O mecanismo de sinalizagdo mais
comum, chamado de sistema de dois componentes, ocorre por meio de reconhecimento de

estimulo extracelular por uma proteina sensora de membrana (quinase) que ira transmitir o
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sinal, através de fosforilacdo, para a proteina reguladora intracelular, que age ativando a
transcri¢do de genes de resposta (Beier e Gross, 20006).

O regulon pho é um sistema global de regulacdo de expressao génica caracterizado pela
resposta a disponibilidade de P em diversos microrganismos. Ele esta relacionado a limitacao
de fosfato inorganico (Pi) no ambiente extracelular, permitindo a sintese de proteinas que
garantem a aquisi¢do, o metabolismo e o estoque de P (Santos-Beneit, 2015; Garner &
McCleary, 2019). O sistema de sinalizagdo e resposta envolve um sistema de dois
componentes, além de um transportador de membrana de alta afinidade a P (Fig. 2).

O mecanismo de sinalizacdo apresenta PhoR como proteina sensora transmembrana
que atua como histidina quinase, autofosforila, e depois transfere o sinal por meio de
fosforilagdo de um residuo de aspartato na proteina PhoB, e consequentemente torna
funcional o ativador da transcricdo. A proteina PhoB quando fosforilada se liga a sitios
conservados em sequéncias a montante dos genes regulados e favorecem a interagao da RNA
polimerase com o promotor e consequente inicio da transcricdo. Em altos niveis de Pi, PhoR
funciona como uma fosfatase de PhoB, impedindo que a resposta transcricional continue
(Santos-Beneit, 2015; Garner & McCleary, 2019).

A comunicagdo entre PhoR e PhoB ¢ mediada pela proteina reguladora PhoU,
localizada na face interna da membrana citoplasmatica e por proteinas componentes do
sistema de transporte Pst (PstSCAB) (Fig. 2). Este ¢ um sistema de transporte do tipo ABC
(ATP-binding cassette) que hidrolisa ATP para transportar substratos através da membrana.
PstS ¢ a proteina que liga-se a Pi no periplasma, PstC e PstA sdo proteinas transmembrana e
PstB liga-se ao ATP. E proposto que a ligagio de ATP a PstB fecha a face citoplasmatica do
canal e da acesso ao Pi ligado a face periplasmatica por meio de PstS. Em seguida ocorreria
hidrolise de ATP, que ao contrario, fecharia a cavidade periplasmatica e abriria a
citoplasmatica, permitindo a entrada de Pi no citoplasma (Fig. 2B) (Garner & McCleary,
2019).

PhoU ¢ uma proteina de membrana que modula o transporte de Pi e interage com o
transportador PstSCAB. Quando os niveis de Pi s3o altos, PhoU impede o transporte
excessivo de Pi pelo sistema Pst, interferindo com a ligagdo de PstB com ATP. E possivel que

PhoU forme um complexo de sinalizacdo integrando PhoR e Pst (Fig 2A) (Garner &
McCleary, 2019).

Assim, quando as concentragdes de Pi sdo baixas (abaixo de 4 uM), PstS (componente

do sistema de transporte Pst) muda de conformacao e transmite sinal pelas outras proteinas do
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transportador até a ATPase PstB. PstB interage com a proteina PhoU e esta interage com
PhoR, que se fosforila e depois fosforila PhoB. A partir da fosforilagdao, PhoB passa a ser
capaz de ativar a transcri¢cdo de genes do regulon pho (Santos-Beneit, 2015; Fitzgerald et al.,

2023).

(A) (B)
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Figura 2 - Esquema de ativagdo do regulon pho por niveis de fosfato (Pi) e transporte de Pi. (A) O sistema de
dois componentes PhoBR. PhoR ¢ a sensora do sistema de 2 componentes ¢ PhoB ¢ o ativador da transcrigdo.
Em baixa concentracdo de Pi, PhoR autofosforila e em seguida fosforila PhoB que passa a ativar a transcri¢@o
génica. Fonte: Martin & Liras, 2021. (B) Transporte de Pi para o citoplasma por meio do sistema Pst. PstS,
PstA, PstC, PstB formam um transportador de Pi de alta afinidade, PhoU ¢é uma proteina reguladora negativa de

PstB. Fonte: Garner & McCleary, 2019.

PhoB ¢ uma proteina soluvel que consiste em um dominio regulador N-terminal de 123
residuos unido por um “linker” de cinco residuos a um dominio de ligagio ao DNA
C-terminal de 101 residuos do tipo “winged helix” (hélice alada) (Fig. 3A). A proteina PhoB
estd incluida em uma grande familia de fatores de transcricdo (OmpR/PhoB) bacterianos com
dominios de ligagdo ao DNA do mesmo tipo estrutural (Bachhawat et al., 2005). Proteinas
que interagem com o DNA com dominios do tipo “winged helix” apresentam um motivo

hélice-volta-hélice alado (winged), no qual as "asas" sdo pequenas folhas . O motivo
consiste de 2 asas (W1, W2), 3 a-hélices (H1, H2, H3) e mais 3 folhas f (S1, S2, S3)
arranjados na ordem H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 (Fig. 3B). Uma hélice de reconhecimento
de DNA faz contatos especificos com certas sequéncias no sulco maior do DNA enquanto as
asas fazem contatos com o sulco menor ou com o esqueleto actcar-fosfato do DNA. Assim
acontece no dominio C terminal de PhoB, no qual o reconhecimento do DNA se da pela
a-hélice 3, penetrando no sulco maior, enquanto uma asa ¢ uma folha beta interagem com o
sulco menor e o esqueleto do DNA (Fig. 3C). As algas de transativagdo se projetam em uma

orientacdo apropriada para interagir com a subunidade sigma (70) da RNA polimerase, que

desencadeia o inicio da transcricdo. PhoB existe principalmente como um mondémero ¢ a
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fosforilagdo favorece a dimerizagdo, sendo que a proteina se liga ao DNA como um (ou mais)

dimero (s) (Fig. 3C) (Blanco et al., 2002; Bachhawat et al., 2005).
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Figura 3 - Aspectos da estrutura da proteina PhoB (A) Dominio regulador em amarelo; sitio de fosforilagdo
Acido aspartico (D56), dominio de ligagio a0 DNA em verde com a hélice de reconhecimento em azul; . Fonte:
https://doi.org/10.1021/bi602546q (B) Dominio motivo hélice-volta-vélice; Hélice de reconhecimento em rosa;
Ligacao flexivel entre hélices em azul. Fonte:DOI:10.1128/JB.185.14.4186-4194.2003. (C ) Dominio de ligagdo
ao DNA (Dimero) interagindo com o DNA; Monémero A em amarelo; Monomero B em verde; DNA em azul.
Fonte: DOI:10.1128/JB.185.14.4186-4194.2003.

No genoma de Escherichia coli, as regides promotoras dos genes regulados por PhoB
compartilham um elemento comum (caixa pho) que incluem duas repeticdes diretas de 11
pares de base (pb) contendo a sequéncia conservada CTGTCAT e mais quatro nucleotideos
menos conservados, em geral localizada dez nucleotideos a montante das supostas regides
—10 dos promotores (Blanco et al., 2002; Bachhawat et al., 2005). Analises estruturais
mostraram que o dominio C-terminal de ligagdo ao DNA, quando em contato com uma
sequéncia de interacao especifica no DNA, se arranja em tandem com varios monomeros se
ligando na forma “cabeca com cauda” a sucessivas sequéncias repetidas diretas de 11 pares
de bases (Blanco et al., 2002).

Em E. coli e espécies relacionadas, o regulon pho inclui genes que codificam o sistema
de transporte de fosfato de alta afinidade (pst), um sistema de transporte de fosfonato (phn) e
o transportador de glicerol-3-fosfato (ugp), além de outros genes relacionados a homeostase
de fosfato. O operon phoBR também ¢ regulado por PhoB. Além disso, PhoB ja foi
relacionado a respostas mais diversificadas como a motilidade, formagdo de biofilme,
quorum sensing, remodelacdo da superficie celular, resposta estringente e respostas a estresse

(Gardner et al., 2019; Fitzgerald et al., 2023).


https://doi.org/10.1021/bi602546q
http://dx.doi.org/10.1128/JB.185.14.4186-4194.2003
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O regulon pho em cianobactérias foi mais bem estudado no género unicelular
Synechocystis. Neste caso o sistema de dois componentes compreende o sensor SphS
(ortélogo de PhoR em E. coli) e o regulador de resposta SphR (ortdlogo de PhoB em E. coli)
e funciona de maneira similar em resposta aos niveis de Pi no ambiente, formando um
regulon semelhante ao pho de E. coli (Su et al.,, 2007). O regulon s6 foi definido
experimentalmente em Synechocystis sp. PCC6803 (Sy6803) (Suzuki et al., 2004). Em vez de
duas repeticdes de 11 pb em tandem como em E. coli, caixas pho em cianobactérias
normalmente consistem em trés repeti¢des cada uma com 8 pb com a sequéncia de consenso
(CTTAACCT), intercaladas por sequéncias de 3 pb (Suzuki et al., 2004; Su et al., 2007).

Um estudo de andlise computacional de dados gendmicos investigou o regulon pho em
19 cianobactérias (Su et al., 2007) e mostrou que o dominio de ligagdo ao DNA de SphR de
16 cianobactérias ¢ altamente conservado, sugerindo que os sitios de ligacdo ao DNA de
SphR nessas espécies provavelmente ¢ conservado. Foi realizada uma busca por sitios de
ligacdo de SphR por bioinformatica nos varios genomas, o que sugeriu um motivo com trés
(ou duas) repeticdes em tandem conservadas (CTTAACCT) separadas por dois (ou um)
espacos de 3 pb. Esse tipo de sequéncia regulatoria foi encontrada em diferentes espécies de
cianobactérias a montante de genes responsaveis pela utilizacao de diversas fontes de fosforo,
como transportadores de fosfato inorganico e fosfonatos, além de fosfatases (Su et al., 2007).

Em um estudo mais recente (Jin et al., 2021), foi analisada a regulacdo de genes da CP
liase em uma linhagem de Synechococcus termofilico. Caixas pho foram identificadas na
regido a montante do cluster de genes de CP liase, e ensaios funcionais mostraram que elas
regulam a expressdo génica de maneira dependente da concentragdo de Pi. Porém, a
concentracdo de Pi que foi inibitéria para a expressdo génica foi quase duas ordens de
magnitude superior a de qualquer concentragdo encontrada em ambiente natural ou por acao
antropogénica. A regulag¢do foi mediada pelo regulon pho e a auséncia (delecdo) de SphS ou
de SphR eliminaram a resposta a concentracdo de Pi. As trés caixas pho em tandem
(CTTAACTTggtTTTAACTTcagTATCAGGC) a montante dos genes CP-liase apresentaram
efeitos diferentes sobre a expressao génica: uma delas ndo se mostrou essencial mas afetou a

resposta das outras duas caixas (Jin et al., 2021).
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2.  JUSTIFICATIVA

A eutrofizagdo crescente de ambientes aquaticos aumenta a disponibilidade de
nutrientes, principalmente N e P, que estdo diretamente relacionados a proliferagdo de
cianobactérias e formacdo de floracdes. Esses eventos afetam a qualidade da agua e
representam um problema para a saude publica através da producao de cianotoxinas nocivas
aos seres humanos. R. raciborskii ¢ uma das principais formadoras de floragdes em dgua doce
no Brasil e no mundo, incluindo linhagens toxicas.

Visto que o P ¢ um nutriente limitante para a reproducao de R. raciborskii, o controle
do aporte excessivo de P em corpos d’agua e consequentemente a mitigacao da formacao de
floracdes se faz essencial. A eficacia deste tipo de estratégia depende da investigagdo dos
mecanismos de aquisi¢do, metaboliza¢do e estoque de P em resposta a sua disponibilidade.
Embora esse tema seja investigado em outras espécies de cianobactérias (Suzuki et al., 2004;
Su et al., 2007; Jin et al., 2021), ndo se conhece muito sobre a base molecular ¢ a
complexidade deste sistema de regulagdo em R. raciborskii (Willis et al, 2019). Por exemplo,
ndo héd muitos estudos acerca da regulacdo da expressdo génica mediada por PhoB e os
detalhes de sua acdo apos interacdo com o DNA. Desta forma buscamos obter a proteina
PhoB pura a partir de expressao em sistema recombinante para posterior investigagao da sua

interacdo com regides regulatdrias no genoma de R. raciborskii.

3. OBJETIVO
3.1. Geral

Caracterizar a interacdo do ativador transcricional PhoB com regides regulatorias
proximas a promotores de genes de resposta a niveis de fosfato na cianobactéria Raphidiopsis

raciborskii.
3.2.  Especificos

Purificacdo da proteina PhoB por meio de indugdo da expressio em sistema
recombinante de Escherichia coli.

Obtencdo das regides regulatorias de genes do regulon pho a partir do genoma de
Raphidiopsis raciborskii.

Teste da interacao da proteina PhoB pura e com regides regulatérias dos genes do

regulon pho, operon phoBR e operon pstSCAB, por ensaio de gel shift e DNAse footprinting.
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4. METODOLOGIA

Em uma etapa anterior do projeto, o gene phoB foi amplificado a partir do DNA
gendmico de uma linhagem de Raphidiopsis raciborskii (CYRF) e clonado no vetor de
expressao pET28a (Novagen) (Fig. 4) (Guedes, 2023). Nessa construgdo, foi adicionada a
proteina uma cauda de 6 Histidinas no N-terminal para facilitar a purificacdo. Foi realizada a
transformagao de E. coli BL21DE3, selecdo de colonias resistentes a canamicina, purificagao
do plasmideo recombinante e sequenciamento de DNA, confirmando a clonagem do gene
(plasmideo gerado pET28a phoB). Em seguida, foi realizado um teste de expressdo da
proteina recombinante em E. coli BL21DE3, o que resultou na producao desta proteina. A
analise em SDS-PAGE mostrou inducao de expressdao de PhoB, gerando uma banda de cerca

de 26 kDa no caso da cultura induzida, porém majoritariamente na forma insoluvel (Guedes,

2023).
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Figura 4 - Mapa do plasmideo pET28a. Sitio multiplo de clonagem com destaque para os sitios de restrigdo
usados para clonagem do gene phoB. Fonte: Promega.



22

4.1. Expressao da proteina PhoB recombinante e avaliacao da solubilidade

O primeiro teste de inducao da expressao da proteina foi realizado em células E. coli
BL21DE3 (10 a 50 mL) cultivadas em meio LB liquido a 37 °C em shaker por cerca de 2h até
atingirem densidade optica a 600 nm (OD600) de 0,6, correspondendo a fase exponencial de
crescimento. Em seguida foi adicionado IPTG 1 mM e a cultura foi mantida nas mesmas
condi¢des por mais 3 h. As células foram colhidas e centrifugadas (14000 g 4 min) e os
pellets ressuspensos em 1/10 do volume inicial de Tris-HCl 50 mM pH 8,0 e NaCl 0,3 M.
Depois foram adicionadas esferas de vidro (glass beads, 150-212 pm, G1145, Sigma Aldrich)
e as cé€lulas foram levadas no gelo para serem rompidas. Para lise celular foi usado o
equipamento FastPrep-24 (MPbio) com 5 ciclos de intensidade de 4,5 M/S por 30 segundos,
com intervalos de 2 minutos no gelo. O lisado foi deixado 5 min no gelo para decantar as
esferas. O volume de liquido foi transferido para um novo tubo que foi centrifugado a 10000
g a 7 C por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado, correspondendo a fragdo soluvel. O
precipitado foi separado, correspondendo a fracdo insoluvel. As duas fragdes foram
analisadas separadamente em SDS-PAGE 15% para definir onde se encontrava a proteina
recombinante.

Outros métodos alternativos de indugdo foram testados para se obter a proteina na
fracao soluvel, com as seguintes modificagdes em relagdo ao descrito anteriormente (Tabela

1). Um esquema ilustrativo das etapas envolvidas nesta metodologia ¢ mostrado na Figura 5.

Tabela 1 - Condi¢des de indugdo da expressao da proteina recombinante.

(i) (ii) (i) (iv) )

concentragio de I mM 0.2 mM 0,1 mM 0,1 mM 0,07 mM
[PTCG para

indugio

temperatura de 2000 250 |8 |8 |8
cultivo

fempo apos 3h I8 h 1:30 h ¢ 20h 23 h,4hel8h 18h

indugio
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Figura 5 - Esquema da indugédo da expressdo da proteina PhoB recombinante e analise em SDS-PAGE.

4.2.  Analise de proteinas por eletroforese em gel de acrilamida desnaturante

(SDS-PAGE)

Os lisados obtidos dos testes de indugdao foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) contendo SDS (dodecil-sulfato de s6dio). Uma aliquota da frag¢do
soltvel foi adicionada de igual volume de tampdo de amostra 2x (125 mM Tris, 4% (p/v)
SDS, 20% (v/v), glicerol e 0,01% (p/v), azul de bromofenol, 100 mM DTT). A fracao
insoluvel foi adicionada de 50 pl de H,O e foi adicionado o mesmo volume de tampao de
amostra. Os tubos foram incubados a 100°C por 5 min e depois centrifugados a 12000 x g por
30 s. As amostras foram aplicadas em gel.

O gel de separagdo foi feito com H,O 3,2 mL; Acrilamida/bis (37,5:1) 30% 4,2 mL;
Tris—HCI (1,5 M, pH 8.8) 2,5 mL; SDS, 10% 100 puL; TEMED 10 pL; persulfato de amonio
10% 32 pL. O stacking foi feito com H20O 6,1 mL; Acrilamida/bis (37,5:1) 30% 1,3 mL;
Tris—HCI (0,5 M, pH 6.8) 2,5 mL; SDS, 10% 100 uL; TEMED 10 pL; persulfato de amodnio
10% 100 pL. O tampao de corrida foi Tris Glicina: 0,025 M Tris, 0,192 M Glicina, 0,1% SDS
pH 8,3. A corrida foi realizada a 100 V por 1h30 e apds, os géis foram corados com a solugdo
Coomassie brilliant blue 0,1% em metanol/acido acético/agua (45/10/45, v/v/v), e descorados
com solucdo de metanol 40% (v/v) e é&cido acético 10% (v/v) (Green; Sambrook, 2012). O
gel incluiu um padrdo de peso molecular de proteinas (Broad Range Protein Molecular

Marker, Promega) para localizar a proteina PhoB, que possui massa molecular de 26 kDa.
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4.3. Purificacao da proteina PhoB recombinante

Para a purificacdo da proteina PhoB a partir de E. coli BL21DE3 + pET28a phoB foi
usado o método de purificagdo por afinidade com resina de agarose e niquel (Ni-NTA), pois o
niquel possui alta afinidade com histidinas e a proteina recombinante possui cauda de
histidina N terminal. A eluicdo da proteina da resina foi realizada com imidazol em maior
concentracdo, pois este ¢ um alcaloide que, assim como a histidina, possui afinidade com o
niquel e por isso compete e desloca a proteina da resina. Os protocolos de purificacdo foram
baseados no guia The QIAexpressionist - (EN) [The QIAexpressionist - (EN) - QIAGEN] e
no protocolo de Suzuki et al., 2004.

Para purificacdo da proteina a partir da fragao soluvel, o volume foi aplicado em resina
Ni-NTA pré-equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M e imidazol 5 mM.
A fragdo de proteinas foi incubada overnight com a resina a 4 °C, sob agita¢do. Em seguida, a
resina foi montada em uma coluna e foi coletado o flow through (tampao de equilibrio). Para

as etapas seguintes foram testados trés protocolos (Tabela 2).

Tabela 2 - Métodos testados para purificagdo da proteina recombinante em coluna de afinidade de niquel
agarose, A ¢ B condi¢des usadas para fragdo soluvel, C condig@o usada para fragdo insoluvel. Em negrito as
alteragdes feitas nos protocolos.

A B C

tampdo de lavagem |

[2 mL de Tris-HCI 50
mM pH 8.0, NaCl 0.3
M ¢ Imidazol 20 mM |

[20 mL de TRIS-HCI
50 mM pH 8,0, NaCl
0,3 M e Indazol 20
mM],

[10 mL de Tris-HC1 50
mM pH 8,0, NaCl 0.3
M ¢ Imidazol 10 mM,
uréia 6M |

tampdo de lavagem 2

[10 mL com Tris-HCI
50 mM pH 8.0, NaCl
150 mM e Imidazol 20

mM |,

tampdo de eluigio

[2 mL de Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 0,3
M ¢ Imidazol 250 mM]
coletado em 5 fragoes
de aproximadamenie

500 pl.

[4 mL de Tris-HCI 50
mM plHl 8,0, NaCl 150
mM ¢ [midazol 250
mM]

coletado em 8 fracoes
de aproximadamente

S00 pl

[4 mL de Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 0,3
M e Imidazol 250 mM,
uréia 6]

coletado em 8 fracoes
de aproximadamente

500 pL



https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=79ca2f7d-42fe-4d62-8676-4cfa948c9435&lang=en
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Para purificacdo a partir da fra¢ao insoluvel, apos lise das células em Tris-HCI 50 mM
pH 8,0 e NaCl 0,3 M e separagcdo das fracdes soluvel e insoluvel por centrifugacdo, o
precipitado foi ressuspenso no mesmo tampao anterior contendo uréia 6M e imidazol 5 mM e
incubado a 4 °C por 1h. Em seguida foi feita uma centrifugacao a 10000 g por 20 min a 4 °C.
O sobrenadante foi incubado com a resina Ni-NTA pré equilibrada com o mesmo tampao
[Tris-HC1 50 mM pH 8,0 e NaCl 0,3 M, uréia 6 M, imidazol 5 mM] a 4 °C por 1h (Tabela
2C). As etapas de lavagem e eluicdo foram feitas na presenga de uréia. Para retornar a
proteina para condi¢do ndo desnaturante, foi feita didlise (membrana de dialise de poro 3
kDa) contendo 500 mL de Tris-HCI 50mM, pH 8,0; NaCl 0,3 M, uréia 3M a 4 °C por 24 h
seguido de troca de tampao para Tris-HCl 50mM, pH 8,0; NaCl 50 mM (500 mL) e
incubagdo a 4 °C por 24 h. Um esquema ilustrativo das etapas envolvidas nesta metodologia
¢ mostrado na Figura 6.

Em todos os casos, as fragdes das purificagdes foram analisadas em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15%. A concentra¢do de proteina nas fracdes purificadas foram
determinadas por leitura de absorbancia a 280 nm em espectrofotometro Nanodrop (Thermo
Scientific). As fragdes contendo a proteina purificada foram adicionadas de 0,1 mM de

EDTA, 5% de glicerol e preservadas a -20 °C.

(A) (B)

MI-NTA Reain + Urea + ‘Wash + Elution +

Ni-NTA Resin + Wash Elution Equilibration Buffer Urea Lea

Equilibration Buffer

HI-NTA Resin

Ni-NTA Resin Flaw through Wash - ‘ ¥ == "‘

Flow through Wash

i Elution fractions
Elution fractions

Figura 6 - Esquema da Purificacdo da proteina PhoB recombinante na fragdo solivel (A) e na fragdo insolivel

(B).
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4.4. Analise e obtencio de regioes regulatorias
4.4.1. Analise de regioes regulatorias do operon phoBR e do operon

PstSCAB em R. raciborskii

Para testar a interacdo da proteina PhoB com as regides regulatorias de genes do
regulon pho foi necessario obter a sequéncia da regido a montante do inicio da transcri¢do, na
qual a proteina liga durante a regulacdo da transcri¢dao. Para tal, primeiramente analisamos o
posicionamento e as sequéncias das regides a montante do operon phoBR e do gene pstS
(operon pstSCAB) no genoma da linhagem de R. raciborskii Cr2010 (NCBI Reference
Sequence: NZ CP065936.1), que corresponde ao genoma de referéncia
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCE_003367075.2/) (Fig. 7 e Fig 8).

Em uma etapa seguinte realizamos o alinhamento entre as sequéncias correspondentes
do genoma da linhagem ITEP-A1 (que foi usada para amplificar as regides por PCR) e da
linhagem Cr2010. Essa linhagem (ITEP-AT1) foi escolhida porque esta disponivel no banco de
linhagens do laboratdrio e apresenta 0 genoma sequenciado
(https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi?section=TaxonDetail&page=taxonDetail&taxon
01d=2728369583) (IMG Submission ID 126055). O alinhamento das sequéncias foi realizado
com o programa Geneious version 6.1 (Biomatters) (http://www.geneious.com).

| 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4000 4308
1:,53 1,138 i ,ssil BaT |,ss:f,137 i ,aaﬁl,s:z? i ,assf, 137 i ,ssil,ss? |,ssélf, 137 | ,aa-&l,ss? |,536|,13? ;
source Cylindrospermopsis raciborski Cr2010
hisf CDS J| ATP-hbinding protein CDS phol CDS
T T e T ——
(A)
| 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000 5,678
3,085,448 3,084 047 3,088 447 3088047 308044 3,081 047 3,088,447 3,084 047 3080447 3080047 3,000 447 3,001,123
source Cylindrospermopsis raciborskii Cr2010
pstB CDS psta CDS pstC CDS pstS CDS |
T
FAD-dependent hydr | DS

(B)

Figura 7 - Localizagdo dos operons phoBR e pstSCAB no genoma da linhagem de R. raciborskii Cr2010.(A)
operon phoBR (Winged helix-turn-helix domain-containing protein CDS); (B) gene pstS (parte do operon
pstSCAB).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_003367075.2/
http://www.geneious.com/
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— phobB
AGGTAATTCAGTAGTATACATTIGATTGAACAAAAATTTGTAAGAATGTACTG
GTCTGGGTTTCCCACTAGTATATGATCCTCACTCATTGAGGCCACATATT
GGGGAACACGGAATTCTTGTATTCAATACAACAATTTGCTTAAATTATAA
TTCAAATAGGTGTTTTATAGAAATTTTGTCGAATATTTCCACATTTIGTGG

CTTTTAGTTCAGGCAAAACGAGAGAAGTCTAAAGT (A)
hisA «—
+— fad
GAAAACGACATTITTTAACCTCAGAAAACCTCTTACCTTCCATTTTTACCCAACTCT

TCTTAGAGGGCAACCCAAATCACCTTGCACAGCGCTTGTATTCCAATATACTTAAA
AAATTCTCAATCAAATCTTAACCAAACCTTAATCTTTTATTTAGCTTCTATTAAAAAA
ATCTTAATCAGTGGGCATAAAGCTAGATTTGGGACGTAACTTCGTCAAGCAAACA
ATGGCTAGTATAATATCCCTTAAACACGAGGTAACATGACATTAACCACTATTTTCC

— psiS
GTCCGGTAGTTTCTACAGCAGCACTAACAACAGTGATAGG (B)

Figura 8 - Regides intergénicas a montante do operon phoBR (A) e do gene pstS (B). Em azul as sequéncias
complementares aos primers, em negrito os codons de inicio ou fim dos genes.

A busca por possiveis sitios de ligacdo da proteina regulatoria nas regides intergénicas
adjacentes a phoB e pstS foi realizada com a ferramenta FIMO (Find Individual Motif
Occurrences): Version 5.5.7 disponivel no MEME Suite (https://meme-suite.org/meme/). Foi
utilizado como motivo de busca a sequéncia consenso CTTAACCT (Jin et al., 2021) e as

opgdes default do programa com um corte de p-value < 0,01.

4.4.2. Amplificacio das regides regulatorias

Para clonar as regides regulatorias foram desenhados pares de primers que resultam na
amplificagdo de toda a regido intergénica entre phoBR e o gene a montante, hisA
(fosforibosil formimino-5-amino imidazol carboxi amido ribotideo isomerase) e entre pstS e
o gene a montante (FAD hidrolase). Os primers foram desenhados para incluir toda a regido
intergénica e parear com o final do gene a montante e o inicio do gene a jusante (Fig. 9) As
sequéncias dos primers das regides intergénicas a serem amplificadas estdo na Tabela 3 e sua
posicao esperada na Figura 8. A temperatura de anelamento de cada primer de um mesmo par
e a probabilidade de formacgdo de estruturas secundarias foram verificadas com o programa

OligoAnalysis (https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/).


https://meme-suite.org/meme/
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hisA CDS

M=, gene

ey prosFrD G (A)
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PSTSREY == — d PSTSPAD =T

(B)

Figura 9 - Localizagdo dos primers desenhados para amplificar as regides intergénicas. (A) primers para a regido
entre phoB e hisA ¢ (B) primers para regido entre de pstS e fad , tendo como referéncia a linhagem de R.
raciborskii Cr2010.

Tabela 3 - Primers desenhados para amplificar as regides intergénicas a montante dos genes do regulon pho.

Rep inter phoBR Tm Reg inter psts Tm
Fwd F-AGG TAATIC AGT AGT ATA CAT TGA TTG -3 3745 F-ADGACATITTTAACC TCAGAA AAC T -3 S&.1°C
Rev F-ACTTTAGACTTC TCT OGT TTT G -3 3.1 %C F-TOOGTTAATG TCATGT TAC CTC 4G -3 56,3 °C

A amplificacdo das regides de interesse foi feita a partir de DNA gendmico de R.
raciborskii linhagem ITEP-A1, previamente purificado e disponivel no laboratorio. A reagao
inclui: tampao 5x GoTaq polimerase (Promega), dNTP 0,2 mM, 1 uM de cada um dos
primers, enzima GoTaq Polimerase (Promega) 1,2 unidades, DNA gendmico 1ul (50 ng). As
condi¢des de PCR foram: 94°C 5 min e 35 ciclos de 94°C 1 min, 54°C 30 s, 72°C 30 s, mais
uma etapa de 72°C 10 min.

Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose 1% em
tampao TAE (40 mM Tris, 20 mM é&cido acético e 0,4 mM EDTA, pH 8,0). A agarose foi
dissolvida em tampao TAE (a 1%), aquecida para dissolver e colocada na cuba com o pente.
Apos a solidificagdo do gel, foi colocado tampao TAE 1X na cuba e a amostra de DNA foi
misturada com tampao de amostra 6x (30% glicerol, 0,25% bromofenol blue, 0,25% xileno
cianol em 50mM Tris HCI pH 8,0) e aplicada no poco. O gel foi submetido a um campo
elétrico (80V 0,02 Amp) para corrida. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e
o DNA foi visualizado com luz ultravioleta.

As bandas correspondentes aos produtos foram retiradas do gel e purificadas usando o
kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up (Promega), conforme instrucdes do fabricante. Em
seguida, o DNA purificado foi dosado em Nanodrop.
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Para confirmar a identidade dos produtos nds enviamos as amostras para
sequenciamento (Plataforma de Sequenciamento de DNA, IBCCF, UFRIJ). As sequéncias
obtidas foram alinhadas com as regides intergénicas de ITEP-Al e Cr2010 usando o

programa Geneious version 6.1 (Biomatters) (hitp.//www.geneious.com).

4.4.3. Clonagem das regides regulatorias no vetor

Para clonagem dos insertos, foi feita a ligacdo no vetor pPGEMTeasy (Promega) (Fig.
10) usando 50 ng de DNA de plasmideo e a massa de inserto correspondente para obter a

proporcao de 5:1 inserto:vetor, como ilustrado abaixo:

50 ng de vetor X[insertox tamanho do inserto(0,25 kbases)]
Tamanho do vetor (3 Kbases)

5 .
X - = ng de inserto

Foi adicionado na reagdo 1 ul de T4 DNA ligase (Promega) (10 unidades), em tampao

da enzima 10 x em volume final de 10 uL. A reagdo ocorreu a 4 °C por 18 h.

¥mnl 1894
Scal MNagl
el 2692
1 or 17 1
ol 1star T7 Transcription Start
Apal 14 ——— -
atll 20
g,f:“ 2 5 .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG BCCCE ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
Amp' Bazi | @ 3 ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCOCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGHG CCOGC GGTAC
pGEM®-T lacZ Neol a7 T7 Fromoter | E— | _— L Il
Vector T Sacll 45 pa 4l Sph BstZi Neol
(30006p) Spel 55 C COCEG CAATT COATTI i inger) , ATCAC TAGTG AATTC & > CGCCT GCAGG TCGAC
Hetl b+ CCG GCECC CTTAAGCTA o o) gy CCG GCGEGA CGTCC AGCTG
A L L L ]
BstZl 62 (Mot l } Il I [=T] i
i Sl Fool Spal eall Pt Sall
Pstl 73 Bzl : oy BatZ| i
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§ F] tl’l‘l 115 % CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GOTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT ARAT .. &
25§ GTATAGCCT CTCGAGGGTT GCGLA ACCTA CGTAT CRAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . 5
T sre __ — | B | I— : SPB Promoler Z
Pl Sacl Bstxl M=

Figura 10 - Vetor pGEM Teasy. Usado para clonar os produtos de PCR das regides intergénicas dos genes do
regulon pho. Fonte: Promega

4.4.4. Transformacao de Escherichia coli

A transformacdo foi feita em bactérias E. coli da linhagem DH50, mantidas em estoque
em N, liquido. A metodologia esté ilustrada na Figura 11. As bactérias foram semeadas em
agar LB e cultivadas a 37 °C por 18 h. Uma coldnia foi inoculada em meio LB liquido e
cultivada a 37 °C por 18 h, sob agitacao (100 rpm). No dia seguinte foi feita uma dilui¢do na
propor¢ao 1:100 em meio LB liquido (50 mL) e o cultivo continuou a 37 °C por cerca de 2 h,

sob agitacdo até a densidade Optica a 600 nm atingir 0,5. A suspensdo bacteriana foi incubada


http://www.geneious.com/
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no gelo por 10 min e todos os procedimentos seguintes foram feitos no gelo ou a 4°C. As
bactérias foram coletadas por centrifugacdo a 8000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em H,O gelada (mesmo volume original). Foi feita uma
segunda centrifugagdo como a anterior, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em H,O gelada (metade do volume original). Foi feita uma terceira
centrifugacdo como a anterior, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em
glicerol 10% (1/10 do volume original). Finalmente foi feita mais uma centrifugacdo e a
suspensdo foi ressuspensa em 1/150 do volume original. Aliquotas de células competentes
foram mantidas no N, liquido para uso posterior (Green; Sambrook, 2012).

Para a transformacdo, as bactérias foram colocadas junto ao produto da ligacdo e foi
dado um choque elétrico no eletroporador Gene Pulser (BioRad) para que ocorresse a entrada
do plasmideo. As células competentes (70 pL) foram obtidas do N, liquido, mantidas no gelo
até descongelarem e incubadas com 2 pL da reagdo de ligagdo por 5 min. A suspensdo foi
submetida a 1,5 V, 25 micro Faraday e 1000 Ohms. As células foram imediatamente
transferidas para meio SOC adicionado de MgCl, 10 mM e glicose 20 mM e incubadas a uma
temperatura de 37 °C por 1 h. O plaqueamento das células transformadas foi realizado em
placa de Petri contendo meio LB com ampicilina para que apenas os clones resistentes

crescessem. Apods 1 dia foram selecionadas colonias resistentes para serem analisadas.

1:100
LB
LB LB — 37°C
37°C 37°C i [ 2h 8000g
18h 18 h | | 0De00-0,5 - 15 min
T Shaker o 4°C
[ \ 10 min -ice " =
|
v
H.0 resuspension Liquid nitrogen Electroporation
2X 1/1and 1/2 [ y l3Y
g 2., O _\g, 25 micro Faraday 1B . ..
} 10% glycerol 71 —Q" o )gg’ 1000 Ohms 3 ) Ampzmllm. .
2X 1/10and 1/150 : NT \ /
/ /
} ¥
‘ & soc /
—> —— MgCl210 mM A
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v \ ~ 379C ; )
il 1h
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Figura 11 - Esquema de transformagao de E. coli para obtencdo de clones contendo vetores com as regides
regulatoérias de interesse.



31

4.4.5. Selecao de clones recombinantes

Apos crescimento de colonias resistentes em placas, passamos colonias para placas de
selecdo por cor. Foi preparada uma mistura contendo 40 uL. de X-Gal (20 mg/mL), 40 uL de
IPTG 100 mM e 120 uL de agua MilliQ estéril. Essa solucdo foi espalhada sobre uma placa
contendo meio LB e ampicilina (100 pg/mL) e evaporada no fluxo laminar. As colonias
foram transferidas para esta placa com palitos e incubadas a 37 °C por 18 h. Neste plasmideo
o inserto ¢ clonado dentro do gene lacZ que codifica a enzima B-galactosidase, quando ¢
adicionado IPTG, a enzima converte o substrato e gera uma cor azul, indicando que ndo
houve clonagem naquela colonia, porém nas coldnias brancas o gene /acZ foi interrompido
pela entrada do inserto e a colonia ndao gera o produto azul.

Foi realizado entdo o PCR das coldnias selecionadas (espetadas com ponteira e diluidas
em 50 pL de agua) como descrito acima, porém trocando os primers por SP6 e T7 (pareiam
no vetor pGEMTeasy, Fig. 7). As condigdes de PCR foram: 94 “C 3 min e 29 ciclos de 94 °C
30s,40 °C 30 s, 72 °C 1 min, mais uma etapa de 72 °C 10 s. Os produtos foram analisados
em gel de agarose 1% em tampao TAE nas condigdes ja descritas.

As colonias positivas foram cultivadas overnight a 37 °C em meio LB com ampicilina
(100 pg/mL) sob agitacdo e as células foram coletadas por centrifugagdo (12000g 2 min 4
“C). Foi realizada a minipreparacio usando o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA purification
System (Promega), conforme instru¢des do fabricante. Em seguida, o DNA dos plasmideos
foram mandados para sequenciamento (Plataforma de Sequenciamento de DNA, IBCCEF,

UFRY).

4.5. Ensaios de ligacao

Para os ensaios de ligacdo da proteina ao DNA, foi necessario obter as regides
regulatorias marcadas para poderem ser detectadas. Isso foi feito com marcadores ligados
covalentemente a uma das extremidades do DNA, sendo Biotina para o ensaio por Gel-shift,
ou FAM (marcador fluorescente) para o ensaio de DNase footprint.

Para isso foram comprados primers SP6 (para o vetor pPGEMTeasy) contendo cada uma
dessas marcagdes, biotina ou FAM (Exxtend Biotecnologia Ltda). As PCR foram realizadas
com os primers SP6 e phoBRev (Tabela 3) para a regido regulatéria de phoBR e com os
primers SP6 e pstSFwd para a regido regulatoria de pstS. As condi¢cdes de PCR foram: 94 °C
3 min e 29 ciclos de 94 °C 30 s, 40 °C 30 s, 72 °C 1 min, mais uma etapa de 72 °C 10 s. Os

produtos foram analisados em gel de agarose 1% em tampao TAE nas condig¢des ja descritas e
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as bandas correspondentes foram retiradas do gel e purificadas usando o kit Wizard SV Gel
and PCR Clean Up (Promega), conforme instru¢des do fabricante. O DNA contendo
marcagdo com Biotina foi quantificado em Nanodrop (Thermo Scientific) apresentando

> 10ng/puL.

4.5.1.  Gel shift

O ensaio de gel-shift ou retardo da mobilidade eletroforética, consiste em analisar um
fragmento de DNA apds ligacdo a uma proteina quanto a sua migracdo em gel de
poliacrilamida em condigdes nao desnaturantes. Caso haja interagao entre a proteina e 0o DNA
a mobilidade do fragmento sera retardada, e ele ficard em uma posicdo acima no gel se
comparado ao fragmento livre, resultando em um deslocamento ou atraso (“shiff”) na
migracao da banda marcada. O fragmento de DNA contendo a regido que se quer testar deve
ser previamente marcado para poder ser detectado apds a corrida.

As reagoes de ligacdo entre proteina e DNA (volume final 20 pL) incluiram o tampao
Tris HC1 1M pH 8,0, EDTA 50mM pH 8,0, KCI 1M, Poly (dIsdC) 1pg/uL, DTT 0,1M, H:O,
DNA (regido intergénica phoBR ou pstS) previamente marcado com biotina por PCR, e 4 ou
6 uL de amostra de proteina purificada. A reagdo foi incubada por 30 min a 25 C.

As etapas realizadas a seguir estdo ilustradas na Figura 12. Um gel de poliacrilamida
6% foi feito utilizando TBE 0,5X e montado na cuba com tampao de corrida TBE 0,5X. Foi
necessario fazer uma “pré-corrida”, em que o gel foi posto para correr a 100V por
aproximadamente 50 minutos. Em seguida as reacdes foram aplicadas e o gel submetido a
eletroforese (100V) e a corrida s6 foi interrompida quando o azul de bromofenol se
encontrava a cerca de 2 cm do final do gel, pois isso indicava que o DNA marcado com
Biotina estaria um pouco acima.

O gel foi entdo retirado do aparato de corrida e transferido para uma membrana de
nailon, que foi previamente embebida por 10 minutos em um recipiente contendo TBE 0,5X.
O gel junto a membrana foi posicionado entre esponjas pré-embebidas em TBE 0,5X,
formando um “sanduiche” de transferéncia eletroforética e mergulhado em uma cuba
contendo TBE 0,5X resfriado a ~10°C. A transferéncia ocorreu a 100V por aproximadamente
60 minutos.

Apos a transferéncia a membrana foi retirada do sanduiche (neste ponto o gel perde sua
coloracdo) e colocada em um pedago de papel filtro, ndo permitindo que seque totalmente. A

membrana sofreu um Cross-/ink a 120 mJ/cm2 utilizando um equipamento de luz UV.



33

A detec¢ao das bandas marcadas com Biotina foi realizada com o Chemiluminescent
Nucleic Acid Detection Module Kit (Thermo Scientific) conforme instru¢des do fabricante. O
Blocking buffer, previamente aquecido até dissolver completamente, foi adicionado (20 mL)
a membrana e mantido por 15 minutos, sendo levemente agitado. O tampao foi entdo
removido e adicionado a membrana 20 mL do conjugado Estreptavidina-Peroxidase e
Blocking buffer (diluicao 1:300) por 15 minutos com leve agitacdo. A membrana foi colocada
em um novo recipiente contendo 20 mL de Wash buffer 1X e levemente agitada por 5
minutos, esta lavagem foi realizada 4 vezes. A membrana foi novamente posicionada em um
recipiente distinto e entdo foi adicionado 30 mL de Substrate Equilibration buffer, por 5
minutos com leve agitacdo. Em seguida a membrana foi retirada do recipiente, sua borda foi
moderadamente seca, e colocada sobre uma superficie lisa e reta para a aplicagdo do
Substrate Working Solution (Luminol/Enhancer Solution e Stable Peroxide Solution, diluigao
1:1) sobre a membrana e incubada por 5 minutos na auséncia de luz forte. A membrana entao
foi seca nas bordas e cuidadosamente envolta em um pléstico-filme, de modo a evitar bolhas.
A membrana foi entdo exposta a um equipamento medidor de quimiluminescéncia
(ImageQuant LAS 4000, GE), com o tempo de exposi¢ao ajustado de acordo com a

intensidade do sinal.
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Figura 12 - Esquema das etapas necessdrias para a realizagéo do ensaio de gel shift.
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4.5.2.  DNase Footprint

O ensaio de DNase footprint também se iniciou com a intera¢do entre a proteina
reguladora e um fragmento de DNA e foi seguida da adicdo de DNase com o objetivo de
digerir o DNA de forma aleatdria gerando porgdes de diversos tamanhos. Em seguida, o
DNA foi precipitado e analisado em sequenciador automdatico (SeqStudio, Thermo
Scientific), que realizou a andlise de fragmentos, capaz de determinar o tamanho exato dos
fragmentos por meio da separacdo em eletroforese capilar. H4 uma indicagdo de ligagdo
quando for possivel identificar uma sequéncia de “protecdo”, que ndo permite corte ao DNA
caso ele esteja interagindo com a proteina. As etapas realizadas a seguir estdo ilustradas na
Figura 13.

A reacdo de ligacdo entre proteina e DNA (20 mL) incluiu o tampao Tris HCI IM
pHS8,0, EDTA 50 mM pHS,0, KCI 1M, Poly (dI*dC) 1pg/uL, Glicerol 50% , MgCl: 100 mM,
BSA 10pg/uL, DTT 0,1M, H:O, DNA (regido intergénica phoBR ou pstS) previamente
marcado com FAM por PCR, e 0,3 puL de proteina purificada, e foi incubada por 30 min a 25
C.

Aos 20 pL de reacdo foi adicionado 39 pL de tampao de DNase RQ1 1X (Promega).
Para a digestdo do DNA foi adicionada a reagdo, 1 pL de enzima DNase RQI1 (Promega)
previamente diluida 1:50 (em tampao RQ1), seguiu-se a incubagdo por 1 minuto e 45
segundos a 25 C. A reagdo de digestdo foi interrompida pela adigdo de 3 pL de EDTA 0,5 M
pHS,0. Foi adicionado 40 pL. de H-O e 100 puL de Fenol Cloroférmio, os tubos eppendorfs
foram agitados para formar uma mistura homogénea e entdo levados para a microcentrifuga a
16000 g, 15 °C, por 15 minutos. Apds a centrifugacdo, a solu¢do apresenta duas fases com
separagdo visivel, uma superior e outra inferior. A fase superior foi extraida
(aproximadamente 80 pL) e adicionada a um novo tubo eppendorf, e foi acrescentado 8 puL
de acetato de sodio 3 M pH 5,8, 1 uL de tRNA (10 ng/mL) e 200 uL de etanol 100%. O tubo
foi centrifugado a 16000 g, 15 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionado
ao pellet 100 pL de etanol 75%, seguido de centrifugag¢do a 16000 g, 15 °C, por 15 minutos.
O sobrenadante foi removido e o pellet foi levado para secar a 60 °C e por fim ressuspendido
em 10 pL de formamida, para ser analisado em eletroforese capilar (SeqStudio, Thermo
Scientific). Os resultados foram analisados com o programa Gene Mapper (Thermo

Scientific).
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Figura 13 - Esquema das etapas necessarias para a realizagdo do ensaio de DNase footprint.

5.  RESULTADOS

5.1.  Obtencio e purificacio da proteina PhoB recombinante

Os testes de indugdo da expressdao da proteina PhoB em células de E. coli BL21DE3
contendo o vetor pET28phoB foram realizados com objetivo de obter a proteina na fracdo
solivel. Nas condi¢des aplicadas para a indu¢do na primeira tentativa, [(i), [IPTG 1 mM e
incubagido a 20 “C por 3h] (Tabela 1), a proteina recombinante ficou apenas na fra¢do
insoluvel (Fig. 14A). Por isso, testamos outras condi¢des: (ii) IPTG 0,2 mM e incubagao a 25
°C por 18h; (iii) IPTG 0,1 mM e incubagdo a 18 “C por 1:30 h e 30h (overnight); (iv) IPTG
0,1 mM e incubagio a 18 “C por 2:30 h, 4 h e 18 h. Nesses casos houve recuperagio da
proteina recombinante nas fracdes soluvel e insoluvel (Fig. 14B, C e D), porém sempre em
maior quantidade na fracdo insoluvel, o que indicou que nas condicdes testadas, a
recuperagdo de proteinas soluveis em comparacdo com o total produzido ndo era adequada
para a purificagao.

A partir dai decidimos reduzir a concentracao de IPTG (0,07 mM), além de manter a
temperatura de indugdo a 18 °C e o tempo de incubagdo de 18 h [condigdo de teste (v), Tabela

1] Esta condigao apresentou propor¢do de proteina na fragdo solivel equivalente a da fragao
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insoluvel (Fig. 14E). Desta forma, esta foi a condicdo selecionada para seguir com a

purificagao.

Figura 14 - SDS-PAGE 15%, mostrando os perfis de proteinas de E. coli DE3 apds indug@o em diferentes
condigdes para expressdo da proteina recombinante PhoB. (A) protocolo (i), IPTG 1 mM e incubagédo a 20 C
por 3h; NI, ndo induzido, S, fragdo soluvel, I, fragdo insoluvel; (B) protocolo (ii) IPTG 0,2 mM e incubacdo a
25 °C por 18h, IND, induzido, NI, nio induzido; (C) protocolo (iii) IPTG 0,1 mM e incubagdo a 18 °C por 1:30
h e 30h (overnight, ov); (D) protocolo (iv) IPTG 0,1 mM e incubagdo a 18 °C por 2:30 h, 4 h e 18 h (ov). (E)
protocolo (v) IPTG 0,07 mM, incubagio a 18 “C por 18 h. Setas indicam a proteina recombinante.

A proteina foi purificada por meio de cromatografia por afinidade em resina
niquel-agarose. A amostra foi passada na coluna e foram coletadas as fracdes de flow
through, lavagem e as eluicdes (fragdes purificadas). Foram testados diferentes protocolos
(Tabela 2). O primeiro protocolo (Tabela 2A) testado incluiu apenas uma etapa de lavagem
com menor volume [2 mL de Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M, imidazol 20 mM]
seguida da etapa de eluicdo [Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M, imidazol 250 mM].
Pudemos perceber que a purificagdo nao estava apropriada, apresentando outras bandas nas
fracdes da elui¢do que ndo representavam a proteina PhoB (Fig. 15A).

Como o protocolo anterior incluia uma alta concentracao de NaCl (0,3 M), isso poderia
prejudicar o ensaio de ligacdo ao DNA. Portanto, decidimos aumentar o volume da lavagem

antes da elui¢do (de 2 mL para 20 mL) e incluir mais uma etapa de lavagem para reduzir a

concentragcdo de NaCl para 150 mM (Tabela 2 B). A eluicdo foi feita nas mesmas condi¢des
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anteriores porém em NaCl 150mM. Esta condigdo melhorou a pureza da proteina
recombinante (Fig. 15B).

Também purificamos a proteina a partir da fracdo insoluvel, uma vez que esta fragao
continha alta abundancia de proteina recombinante (Fig. 15C). Neste caso as etapas de
purificacao foram feitas na presenca de uréia e depois de eluida da coluna de afinidade em
fragdes, a amostra foi dialisada para remover a uréia e ficar em menor concentracdo de NaCl
(50 mM).

Ao final, obtivemos uma preparagdo de proteina purificada a partir da fragao solavel
contendo 0,2 ug/mL (6,5 uM) e uma preparacao de proteina purificada a partir da fracao
insoluvel (depois solubilizada com ureia e dialisada), dividida em duas fragdes, uma

contendo 1 ug/mL (35 uM) e outra contendo 0,6 ug/mL (20 uM).

Figura 15 - SDSPAGE 15%, com as amostras de fragdes de purificagdo da proteina recombinante PhoB em
coluna de Ni-NTA. (A) purificacdo da fragdo soltivel, etapa de lavagem [2 mL de Tris-HC1 50 mM pH 8,0, NaCl
0,3 M, imidazol 20 mM] seguida da etapa de eluicdo [Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M, imidazol 250 mM].
(B) purifica¢do da fracdo soluvel, duas etapas de lavagem [20 mL de Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,3 M,
imidazol 20 mM] e [10 mL de Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,15 M, imidazol 20 mM] e eluicdo [4 mL de
Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 0,15 M, imidazol 250 mM]. (C) purifica¢do da fragdo insolavel, sol uréia, fragdo
de proteinas inicial solubilizada em uréia, Dialise 2+5, amostras das fragdes eluidas 2 e 5 unidas apos a dialise,
Dialise 3+4, amostras das fragdes eluidas 3 e 4 unidas apés a didlise. FT, flowthrough, Wash, fragdes de
lavagem, Elu, fra¢des de eluigdo. Setas indicam a proteina recombinante.
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5.2.  Obtencao das regioes intergénicas de genes do regulon pho

Para testar a interacdo da proteina PhoB com as regides regulatorias dos genes
selecionados, foi preciso obter as regides intergénicas a partir do genoma de R. raciborskii.
Analisamos as regides intergénicas dos operons phoBR e pstSCAB alinhando as sequéncias
dos genomas de duas linhagens, ITEP-A1 e Cr2010 a fim de verificar se eram conservadas
(Fig. 16). No caso da regido intergénica de phoBR, foi possivel visualizar uma diferenca
significativa na quantidade de pares de bases da regido intergénica entre o genoma de
ITEP-A1 e anotagdo do genoma de referéncia Cr2010 (Fig. 16A).
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Figura 16 - Alinhamento das regides intergénicas a montante de (A) phoBR (B) pstS nos genomas das linhagens
ITEP-A1 e Cr2010, genoma de referéncia [CP065936.1]. Na parte superior a sequéncia consenso, em cinza,
trechos de sequéncia idénticos entre os genomas comparados, em cores, substitui¢des da sequéncia de bases.

A partir dessas sequéncias, foram desenhados os primers para amplificagdo das regides
de interesse a montante dos genes phoB e pstS (Tabela 3, Figs. 8 e 16). Foi realizada a
amplificacdo das regides usando como molde o DNA cromossémico da linhagem ITEP-A1.
As regioes foram amplificadas e posteriormente purificadas a partir de gel de agarose.

Ap6s ligacdo de insertos no plasmideo pGEMTeasy, foi realizada a transformagao em
E. coli DH5a competente. A sele¢do de células transformadas foi feita através de
plaqueamento com meio LB com ampicilina, onde as colonias que cresceram apresentavam
resisténcia ao antibidtico, devido ao gene correspondente presente no plasmidio. No caso das

duas clonagens foi possivel obter coldnias transformadas (Fig. 17A).
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Figura 17 - Resultado da transformacdo de células E. coli DH5a para obter as regides intergénicas de interesse
clonadas em pGEM. (A) pGEMTeasy + regido intergénica de phoBR (B) pGEMTeasy + regido intergénica de
pstS.

Ap0s crescimento de colonias resistentes em placa, algumas foram inoculadas em
placas contendo meio LB com ampicilina e X-Gal + IPTG para a selegdo de colonias que
apresentassem ligacdo do inserto no plasmideo. Conseguimos resgatar colonias brancas, ou
seja, em que houve a inser¢do da regido intergénica de phoBR no plasmideo e também

conseguimos coldnias brancas no caso da regido intergénica de pstS (Fig. 18).

Figura 18 - Selecdo de E. coli DH5a contendo pGEM com as regides intergénicas de interesse clonadas. (A)
pGEMTeasy + regido intergénica de phoBR (B) pGEMTeasy + regido intergénica de pstS. Placas com meio LB
ampicilina + IPTG + XGal para selegdo de colonias de E. coli DH5a em que houve entrada do inserto no vetor
pGEMTeasy (A) ligacdo de regido intergénica de phoBR, (B) ligagdo de regido intergénica de pstS.
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As colonias brancas foram obtidas e usadas em PCR utilizando os primers T7 e SP6,
que pareiam com regides do vetor pGEMTeasy nas extremidades do inserto clonado. Para
verificar a presenca dos insertos, os produtos foram analisados em gel de agarose 1%. Houve
amplificacdo de insertos com os tamanhos esperados a partir das colonias brancas (dado nao
mostrado). Essas foram entdo usadas para obter os plasmideos por minipreparagao que foram
enviados para o sequenciamento. O alinhamento das sequéncias dos clones com as regides
correspondentes nos genomas de linhagens de R. raciborskii confirmou a clonagem das

regioes corretas (Figs. 19 e 20).
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Figura 19 - Allnhamento de sequéncia clonada em pGEMTeasy e regido intergénica a montante de phoBR. (A)
sequéncia (3) clonada no vetor pGEMTeasy alinhada com as sequéncias gendmicas da linhagens de R.
raciborskii Cr2010 (1) e ITEP-A1 (2). (B) imagem ampliada do alinhamento da sequéncia clonada no vetor
pGEMTeasy com a sequéncia intergénica de R. raciborskii ITEP-AL.
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Figura 20 - Alinhamento de sequéncia clonada em pGEMTeasy e regido intergénica a montante de pstS. (A)
sequéncia clonada no vetor pGEMTeasy alinhada com as sequéncia gendmica da linhagens de R. raciborskii
Cr2010. (B) imagem ampliada do alinhamento da sequéncia clonada no vetor pGEMTeasy com a sequéncia

intergénica de R. raciborskii ITEP-A1.
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Algumas caracteristicas importantes dos clones obtidos para cada regido intergénica
estdo ilustradas na Figura 21, incluindo as posi¢des dos primers usados para gerar os
fragmentos clonados e as posi¢des dos primers SP6 e T7 encontrados no vetor, que foram

utilizados para gerar os fragmentos de DNA para os ensaios de ligacao a seguir.

phoB «FAD hidrolase

AATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTA

A A T ARCeaReRte  JoceccoosuceTeaomacTooaaceacenTaceacocoas
TCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGAT TTTACCCAACTCTTCCTAGAGAGCAACCTGAATCGGCTTGCACGE
TAGGTAATTCAGTAGTATACATTGATTGCAAAAATTTGTAAGAATGTA  CGTTTGTATTCCAATATACTTAAAAAAATCTCAATCAAACCTTAACC
CTGGTCTGGGTTTCCCACTAGTATATGATCCTCACTCATTGAGGCC AAACCTTAATCTTTTATTTAGCAGCTATTAAAAAAATCTTAATCAGTG
ACATATTGGGGAACACGGAATTCTTGTATTCAATACAACAATTTGCC AGGGAGAACCTGGGTTTAGGACGTAACTTCGTCAACCCAAAAATG
TAAATTATAATTCAAATAGGTGTTTTATAGAAATTTTGTCGAATATTTC  GCTAGTATAATATCCCTTAAACACGAGGTAACATGACATTAACCAAA
CACATTTGTGGCTTTTAGTICAGGCAAAACGAGAGAAGTCTAAAGT TCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAG

AATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGCAGEE CTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCT

hisA <— AAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT
GTTATCCGCTCACAAT

primer phoBR fwd pstS —

primer phoBR rev primer pstS fwd

sitios EcoRl pGEMTeasy primer pstS rev

primer SP6 sitios EcoRl pGEMTeasy

regiao intergénica (187 pb) primer SP6
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Figura 21 - Caracteristicas dos clones obtidos. (A) clone pPGEMTeasy+ phoBR (B) clone pGEMTeasy+ pstS. Em
rosa e roxo primers usados para amplificar as regides intergénicas a partir do genoma. Em amarelo, sitios de
EcoRI do vetor que flanqueiam o inserto clonado. Em negrito as regides intergénicas. Em azul primer SP6 que
foi usado para amplificar as regides intergénicas marcadas com biotina ou FAM.

5.3.  Ensaios de ligagao

Os primers SP6 marcados com Biotina e FAM foram usados em ensaios de PCR para
obter as regides intergénicas de pstS e phoBR contendo um dos marcadores ligados
covalentemente a sua extremidade do DNA.

Nos ensaios foram testadas as preparacdes de PhoB purificada a partir da fragao solavel
e da fracdo insoluvel. Apenas as preparagdes de PhoB purificada a partir da fracdo insoluvel
deram resultado positivo no retardo do DNA (dados ndo mostrados). Isso deve ter acontecido
devido a menor concentragdo de proteina na fragao soluvel.

No caso das duas regides intergénicas, o ensaio Gel shift apresentou o retardo da banda
marcada de DNA que ficou posicionada acima do fragmento livre de DNA remanescente, o

qual ndo interagiu com a proteina, como ¢ possivel observar a Figura 22.
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Figura 22 - Gel shift da ligagdo de PhoB em regides regulatorias dos operons pstSCAB e phoBR. DNA marcado
com biotina, + presenca ¢ - auséncia da proteina. (A) PhoB - 7 uM (B) PhoB - 10 uM. Setas indicam retardo
eletroforético.

Os ensaios de DNase footprint apresentaram dificuldade para uma visualizagdo de uma
“zona de protecdo” efetiva. Resultados representativos sdo mostrados nas Figuras 23 e 24.
Diversos ensaios foram feitos variando as concentragdes de DNA e de proteina, assim como a

concentragdo de DNase e o tempo de digestdo. Estes ajustes ainda estdo em andamento.
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Figura 23 - Padrao de fragmentos de DNA gerados no ensaio de DNase footprint com regido phoBR. Ligagdo de
PhoB em regido reguladora do operon phoBR marcado com FAM e analisada (A) padrio completo de digestdo,
a direita a faixa rosa indica o sinal do fragmento nado digerido (330 pb). (B) zoom da regido de 1 a 200 pares de
base, sem sinal de protecdo. (C) zoom da regido de 190 a 330 pares de base. (D) possiveis regides de protecdo,
retdngulos marcam picos com intensidades diferentes na presenga e auséncia de proteina. ++ PTN, reagéo
contendo PhoB (10 uM), + PTN, reagéo contendo PhoB (5 uM) - PTN, controle negativo sem proteina.
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As reacdes mais promissoras usando a regido intergénica de phoBR indicaram protecao
ou em alguns pontos (202-225 pb e 252-313 pb) (Fig. 23 D) com diminuicao da intensidade
de picos na presenca de concentracdes crescentes da proteina em relagdo ao controle
negativo. Em certos picos ocorreu o contrario com aumento de intensidade na auséncia da
proteina.

J& para as reagdes mais promissoras usando a regido intergénica de pstS, houve indicio
de protecdo em uma regido (223-248 pb) (Fig. 24 B) com diminuicao da intensidade de picos

na presenga da proteina em relagdo ao controle sem proteina.
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Figura 24 - Padrdo de fragmentos de DNA gerados no ensaio de DNase footprint com regido pstS. Ligagdo de
PhoB em regido reguladora do operon pstS marcado com FAM e analisada (A) padrdo completo de digestdo, a
direita a faixa rosa indica o sinal do fragmento ndo digerido (368 pb). (B) zoom da regido de 200 a 290 pares de
base. Possiveis regides de protecdo, retingulos marcam picos com intensidades diferentes na presenca e
auséncia de proteina. + PTN, reag@o contendo PhoB (10 uM), - PTN, controle negativo sem proteina.
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A partir destes resultados tentamos localizar nas sequéncias das regides intergénicas as
possiveis regides de protecdo (Fig. 25). Isso resultou em duas regides de 23 e 61 pb,
respectivamente, a montante do coédon de inicio para phoBR e uma regido de 25 pb a

montante do codon de inicio para pstS.

FAM*ATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGT
CGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAGGTAATTCAGTAGTATACATTGATTGCAAAAATT
TGTAAGAATGTACTGGTCTGGGTTTCCCACTAGTATATGATCCTCACTCATTGAGGCCACATATTGGG
GAACACGGAATTCTTGTATTCAATACAACAATTTGCCTAAATTATAATTCAAATAGGTGTTTTATAGAA
ATTTTGTCGAATATTTCCACATTTGTGGCTTTTAGTTCAGGCAAAACGAGAGAAGTCTAAAG

(A)

inserto: pstS SP6 FAM - pstS fwd

ACGACATTTTTAACCTCAGAAAACCTCTTACCTTCCATTTTTACCCAACTCTTCCTAGAGAGCAACCTG
AATCGGCTTGCACGGCGTTTGTATTCCAATATACTTAAAAAAATCTCAATCAAACCTTAACCAAACCT
TAATCTTTTATTTAGCAGCTATTAAAAAAATCTTAATCAGTGAGGGAGAACCTGGGTTTAGGACGTAA

CTTCGTCAACCCAAAAATGGCTAGTATAATATCCCTTAAACACGAGGTAACATGACATTAACCAAATCA
CTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGC
TTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT*FAM )

Figura 25 - Possivel localizagdo de regides reguladoras do operon phoBR (A) e do gene pstS (B). As regides
indicadas nos ensaios de footprint foram marcadas considerando a distancia entre os perfis de protecdo e a
extremidade e marcada com FAM. Primer SP6 (em azul) agregado a uma marca¢do com FAM (em vermelho),
Primer rev (em cor de rosa), Regido intergénica (em negrito), cédon de inicio da tradug@o (sublinhado) e Regiao
de prote¢ao (marcado em amarelo).

A busca por possiveis sitios de ligacdo da proteina regulatdria nas regides intergénicas
adjacentes a phoB e pstS de acordo com o consenso CTTAACCT, foi realizada e indicou a
presenca de possiveis sitios (Fig. 26). No caso de phoBR apenas uma caixa (p-value > 0,01)
foi identificada que estaria -121 a -128 do c6don de inicio da tradugdo do gene phoB. No caso
de pstS, duas caixas (p-value > 0,01) espacadas por 3 pares de base foram identificadas,
estando que estaria -121 a -139 do codon de inicio da tradugdo do gene pstS (Fig. 25). Nao se

conhece o inicio da transcri¢do desses genes.
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CATTGATAACAAAAATTTGTAAGAATGTACTGGTCTGGGTTTCCCACTAGTATATGATCCTC
ACTCATTGAGGCCACATATTGGGGAACACGGAATTCTTGTATTCAATACAACAATTTGCTTA
AATTATAATTCAAATAGGTGTTTTATAGAAATTTTGTCGAATATTTCCACATTTGTGGCTTT
TAGTTCA

motif start stop strand score p-value g-value matched sequence

CTTAACCT 66 73 - 0.00475 1 CTTAAATT (A)

CATTTTTAACCTCAGAAAACCTCTTACCTTCCATTTTTACCCAACTCTTCCTAGAGAGCAAC
CTGAATCGGCTTGCACGGCGTTTGTATTCCAATATACTTAAAAAAATCTCAATCAAACCTTA
ACCAAACCTTAATCTTTTATTTAGCAGCTATTAAAAAAATCTTAATCAGTGAGGGAGAACCT
GGGTTTAGGACGTAACTTCGTCAACCCAAAAATGGCTAGTATAATATCCCTTAAACACGAGG
TAACATG

motif start stop strand score p-value g-value matched sequence
CTTAACCT 121 128 + 9.721210.000254 0.07 CTTAACCA

CTTAACCT 5 12 + 9.442420.000438 0.07 TTTAACCT

CTTAACCT 132 139 + 9.442420.000438 0.07 CTTAATCT

CTTAACCT 126 133 + 4.496970.00169 0.202 CCAAACCT

CTTAACCT 23 30 + 4.218180.00412 0.247 CTTACCTT

CTTAACCT 165 172 + 4.218180.00412 0.247 CTTAATCA

CTTAACCT 197 204 + 4.218180.00412 0.247 CGTAACTT

CTTAACCT 236 243 + 4.218180.00412 0.247 CTTAAACA (B)

Figura 26 - Busca por caixas pho nas regides reguladoras do operon phoBR (A) e do gene pstS (B). O motivo
buscado foi CTTAACCT. Em azul a localizagdo das caixas mais promissoras. Em negrito o cédon de inicio do
gene. Sublinhado as possiveis regides de protecdo encontradas. No caso da regido phoBR ¢ mostrada a
sequéncia reverso complemento pois a caixa estd na fita negativa. O p-value da ocorréncia de um motivo ¢é a
probabilidade de uma sequéncia aleatdria do mesmo comprimento do motivo ser encontrada na mesma posi¢ao
com um score igual ou maior. O score corresponde a localizagdo do motivo em uma determinada posi¢do da
sequéncia e é computado somando as entradas de cada coluna de uma matriz de scores dependentes de posigdo
para aquele motivo. O g-value da ocorréncia de um motivo ¢ definido como uma taxa de falsa descoberta, caso a
ocorréncia seja selecionada como significativa. A tela é ordenada por valor crescente de p-value. Foram
selecionadas ocorréncias com p-value < 0,01.

6. DISCUSSAO

O presente trabalho ¢ uma etapa de um projeto mais amplo que busca aprofundar o
entendimento sobre a regulacdo da expressdo génica mediada pela proteina PhoB na

cianobactéria Raphidiopsis raciborskii, com foco em sua interagdo com regides reguladoras
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de genes do regulon pho. Os resultados obtidos cumpriram os objetivos propostos e
permitiram concluir etapas iniciais para isso. Apesar de avangos experimentais importantes,
foram identificados alguns desafios na metodologia, apontando a necessidade de
aprimoramento em investigacoes futuras.

A obtencao de PhoB recombinante foi um avanco significativo, especialmente apos
otimizagdes nas condig¢des de indugdo, como a redugdo da temperatura e da concentragdo de
IPTG. Essas alteragdes permitiram recuperar uma parte significativa da proteina na fracao
soluvel, essencial para ensaios que vieram depois. A proteina PhoB ¢ naturalmente soltvel
mas a sua expressao no sistema recombinante gera uma concentracdo muito alta de proteina
no citoplasma que acaba agregando na forma de corpos de inclusdo (Berrow et al., 2006 ).
Por isso, foram adotadas alteragdes na etapa de indugdo de expressdo para que a proteina
fosse gerada em menor intensidade e pelo menos uma parte fosse recuperada soluvel. A
purificacao utilizando resina de niquel-agarose foi ajustada para garantir maior pureza,
alinhando-se aos critérios metodologicos observados em estudos como o de Suzuki (2004),
que também enfrentou desafios similares na expressao da proteina SphR (ortélogo de PhoB
em E. coli) em Synechocystis sp..

A possibilidade de purificar PhoB a partir da fragdo insoluvel com o uso de ureia
seguido de didlise para renaturacdo da proteina permitiu recuperar uma quantidade bem maior
de proteina, o que deve ter resultado no retardo positivo que observamos usando estas
preparacdes (resultando em 4-7 uM no ensaio de ligacdo). A fracdo solivel estava menos
concentrada e a quantidade de proteina (resultando em ~1 uM) no ensaio nao deve ter sido
suficiente para gerar retardo. Pretendemos concentrar a fragdo soliivel para ter tanto a fracao
solivel quanto a insoluvel na mesma concentracdo e testar se ha diferenca na ligagdo ao
DNA.

A clonagem bem-sucedida das regides regulatorias de phoB e pstS foram confirmadas
por sequenciamento dos clones recombinantes. Usamos como base para localizagdo das
regides intergénicas, planejamento dos primers, e alinhamento dos clones recombinantes o
genoma da linhagem de referéncia Cr2010, que esta bem anotado e completo. Em seguida,
comparamos com as regides correspondentes no genoma da linhagem ITEP-A1 que esta
disponivel no nosso banco de dados e que foi usada para amplificacdo dessas regides. O
alinhamento das sequéncias gendmicas revelou uma conservacdo razoavel, certificando a
obtencao das regides desejadas. Porém, no caso da regido intergénica a montante de phoBR,
comparando os dois genomas vimos que a regido de ITEP-A1 era menor do que a de Cr2010.

Isso pode ser devido a uma anotacao errada (provavelmente para ITEP-A1, ja que Cr2010 ¢ o
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genoma de referéncia). Ou entdo, de fato no genoma de ITEP-Al a regido intergénica ¢
menor. Foi interessante notar que ha diferengas também nas sequéncias das regides
intergénicas, o que sugere que estas possam ter atividades diferentes (maior ou menor
intensidade de resposta ou afinidade a PhoB) que caracterizem respostas diferentes entre
linhagens. Este ¢ um aspecto que pretendemos explorar futuramente.

Na busca por possiveis sitios de ligacdo da proteina PhoB ao DNA das regides
analisadas, encontramos trechos com bastante homologia ao consenso de caixas pho (Pho
Boxes) apontado em cianobactérias (Su et al., 2007, Jin et al. 2021). Esse resultado corrobora
com o trabalho de Jin (2021), que investigou a regulacdo de Pho Boxes em Synechococcus
OS-BO0, destacando a relevancia destas sequéncias para respostas adaptativas.

Os ensaios de Gel Shift confirmaram a interacdo de PhoB com regides regulatorias,
validando a funcionalidade da proteina purificada e seu papel no reconhecimento de
sequéncias reguladoras. Esses achados estdo alinhados com os resultados de Su et al. (2007),
que relataram sitios de interagdo conservados entre a proteina reguladora e regides em
diferentes genomas de cianobactérias. Temos como perspectiva testar diferentes
concentracdes de proteina nos ensaios para investigar se ela pode se ligar a mais de um sitio e
assim gerar diferentes bandas de retardo sucessivamente mais altas no gel, como observado
no caso da proteina homoéloga em Vibrio cholerae (Diniz et al., 2011).

O ensaio de DNase Footprint seria o objetivo final necessario para mapear os sitios de
ligacdo da proteina. No entanto, apresentou limitagdes na identificacdo de zonas claras de
protecao, dificultando a definicdo precisa dos sitios de ligagdo, sugerindo a necessidade de
ajustes experimentais. Estes podem depender de testar diferentes concentragdes de proteina e
razdes entre proteina ¢ DNA que resultem na ligacdo eficiente e prote¢do a digestdo.
Seguimos as condigdes de ligagao relatadas por Suzuki et al. (2004) com a proteina homdloga
de Symechocystis, portanto essas devem ser apropriadas para observar a ligacdo. J& que
estamos ainda na fase de adaptacdo da metodologia de DNase footprinting para deteccio de
DNA fluorescente por eletroforese capilar, a geracdo de um padrdo de fragmentos claro ¢
essencial. Porém notamos nos nossos ensaios apds a corrida eletroforética que sempre uma
quantidade grande de fragmentos de DNA marcados integros sobrava na reagcdo. Desta
forma, ¢ possivel que a digestdo ou a precipitagdo dos fragmentos de digestdo ndo esteja
sendo eficiente, o que dificulta visualizar a prote¢do. Estamos realizando ajustes mudando as
concentragdes de DNase e tempo de digestdo para tentar resolver esta questao. Contudo, ao
alinhar suposta zona de protecao encontrada em pstS (DNase footprinting) com a localizagao

de caixas pho previstas pelo programa, foi possivel identificar a mesma regido. No caso de
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phoB, mesmo ap6s alinhar as regides (DNase footprinting) com caixas pho previstas pelo
programa, os resultados seguem inconclusivos.

Os resultados obtidos demonstram que € bastante desafiador estudar a regulagdo génica
em resposta a disponibilidade de fésforo no nivel molecular. Porém, as respostas que podem
ser obtidas irdo ampliar o entendimento sobre a biologia molecular de R. raciborskii, e
consequentemente sobre suas estratégias de adaptagdo com potencial resultados para controle
de floragdes toxicas.

Esperamos que conhecendo a base da regulagdo em genes conhecidamente integrantes
do regulon pho, seja possivel comparar sequéncias regulatorias entre linhagens e investigar se
isso alteraria a expressdao dos respectivos genes, o que apontaria para diferencas de resposta a
niveis de Pi entre linhagens. Também seria interessante avaliar se a resposta regulatoria é
gradual em resposta a diferentes concentragdes de Pi extracelular. Finalmente, tendo com
base as sequéncias de regulacdo e sitios de interacdo da proteina em genes do regulon pho
seria possivel buscar por sequéncias conservadas em outros genes relevantes para a biologia
da espécie, como por exemplo genes do metabolismo de nitrogénio ou produgdo de toxinas.

Em suma, o trabalho atingiu marcos experimentais importantes, superando desafios
metodologicos, mas cumprindo as primeiras etapas para avancos no entendimento da

regulacdo génica em cianobactérias.

7. CONCLUSAO

Foi possivel induzir a expressdo da proteina PhoB, responsavel pela regulacdo da
expressao génica em resposta ao fosfato, em sistema recombinante e recuperar a proteina na
fragdo soluvel em propor¢ao suficiente para que fosse possivel realizar a purificagao,
estabelecendo um protocolo efetivo. Foi possivel também obter a proteina pura a partir da
fracdo insoluvel apds inducdo. A proteina pura foi testada em reacdes de ligagdo ao DNA.

Foi realizada a clonagem das regides intergénicas que contém elementos reguladores da
transcri¢do do operon phoBR e pstSCAB em vetor plasmidial para obtengao do DNA para os
ensaios de ligacdo com a proteina.

Foram realizados os ensaios de ligacdo, sendo eles, o gel shift, pelo qual foi possivel
observar a interacao da proteina com as regides intergénicas, € DNase footprint, que mostrou
resultados promissores, mas também a necessidade de alguns ajustes no procedimento para
um resultado mais preciso que permita o mapeamento dos sitios de ligagdo da proteina ao

DNA.
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