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INTRODUCAO

A bactéria Gram-negativa Zymomonas mobilis apresenta diversas caracteristicas que
a tornam atrativa para a producgéao industrial de diferentes bioprodutos, incluindo o bioetanol.
Nesse sentido, destaque tem sido dado para a bactéria Zymomonas mobilis, uma vez que
apresenta vantagens frente as leveduras no que diz respeito aos processos fermentativos,
incorporacdo de subprodutos a sua biomassa e a propria producao de etanol (ROSSETO et
al., 2014). Z. mobilis € uma bactéria anaerdbica facultativa, capaz de crescer e produzir etanol
em uma ampla faixa de pH (pH 3,5-7,5), além de exibir uma alta tolerancia a este alcool (12-
15%) em comparacdo com outros organismos etanologénicos (PANESAR et al.,, 2006).
Diversas vias metabdlicas de Z. mobilis vém sendo manipuladas, através da incorporacao de
novos transgenes ao seu genoma, de maneira otimizar a bactéria na producao de bioprodutos
(LEE et al., 2010; ZHANG et al., 2018). No entanto, este processo envolve ndo apenas a
incorporacdo de novos genes de interesse ao genoma bacteriano, mas também sua
integracdo a elementos capazes de garantir sua expressao e localizagdo apropriadas, como
promotores e peptideos sinais para exportacdo (APTEKMANN & NADRA, 2018). Promotores
bacterianos sdo sequéncias de DNA conservadas que sinalizam e dirigem a transcricdo de
um gene adjacente ou de um grupo de genes a partir de um promotor central (core promoter).
O promotor possui elementos conservados (como o0s elementos -10 e -35, por exemplo) no
gual reconhecem o fator o presente na RNA polimerase e definem a afinidade e precisdo da
expressao génica. Desta forma, promotores atuam de maneira constitutiva e poucos séo
descritos sendo controlados por fatores exdégenos (por exemplo, promotores induzidos por
lactose (ou analagos, como arabinose) e triptofano) (BROWNING et al., 2019). Diversos
estudos atualmente buscam identificar promotores/genes modulados em um fenémeno
denominado Quorum Sensing (QS), caracterizado por um sistema de comunica¢do quimica
de microrganismos, baseado na emissdo de estimulos e respostas dependentes da densidade
populacional. Entdo, o QS regula diversos fenétipos desencadeando mudancas no
comportamento em uma escala comunitaria. Essa comunicacdo € mediada pequenas
moléculas sinalizadoras denominadas auto-indutores (Als) (HERZOG et al., 2019). Trés tipos
de moléculas indutoras sédo descritas na literatura sendo o foco deste trabalho a molécula de
auto-indutor do tipo 2 (Al-2), um sinalizador transespecifico de Quorum sensing. A estrutura
bésica do Al-2 € uma 4,5-di-hidroxi-2,3-pentadiona (DPD) que cicliza espontaneamente para
gerar uma série de derivados derivados que se interconvertem espontaneamente entre
diferentes formas (XAVIER & BASSLER, 2004; YANG, 2011; HERZOG et al., 2019). Yang
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(2011) realizou os primeiros estudos relacionando a inducdo do quorum sensing por Al-2 em
Z. mobilis, uma bactéria incapaz de produzir esta molécula. Porém, os testes foram
conduzidos utilizando sobrenadante derivado de Escherichia coli, uma bactéria sabidamente
produtora de Al-2, podendo haver diversas outras variaveis envolvidas no processo. Tornou-
se necessério a realizagdo de testes com Al-2 puro, sintético, com concentracdes pré-
estabelecidas, para verificar se, de fato, 0 quorum sensing em Z. mobilis poderia ser induzido
por Al-2 e as mudancas transcriptdmicas desencadeadas.

OBJETIVOS

Identificar e caracterizar elementos promotores com atividade repressiva em resposta
ao auto indutor de quorum sensing (QS) tipo 2 (Al-2) em Zymomonas mobilis (linhagem ZM4
- ATCC 14990) através da técnica de RNA-Seq e validar os dados obtidos através da técnica
de PCR quantitativo.

METODOLOGIA

Z. mobilis foi submetida ao crescimento, em meio minimo, na presenca do Al-2 na
concentracao de 45 pM, além de réplicas controle (sem adicao do composto). Em cada ensaio
foi adicionado Al-2 as culturas quando apresentavam DOeoo = 0,6, 0 que corresponde a fase
exponencial de crescimento (14 h). Apos adicdo do Al-2, a DOego foi lida a cada hora até a
fase estacionaria de crescimento (20 h). O RNA total foi extraido de cada cultura utilizando o
kit Qiagen RNeasy (QIAGEN®) segundo as recomendacdes do fabricante. A qualidade das
amostras foi avaliada por eletroforese capilar em aparelho BioAnalyzer 2100 (Agilent
Technologies). A deplecdo do RNA ribossomal das amostras foi realizada com auxilio do kit
Ribo-Zero rRNA removal kit (Gram-Negative bactéria - lllumina) segundo recomendacdes do
fabricante. O RNA resultante foi submetido a quantificagdo em um fluorimetro Quantus
(Promega) e a qualidade da deplegédo foi verificada também por eletroforese capilar. A
preparacgdo das bibliotecas de RNA-seq foi realizada com o kit ScriptSeq v2 RNA-Seq Library
Preparation Kit (Illumina), que prepara bibliotecas unidirecionais a partir das amostras de RNA
previamente enriquecidas, com index em apenas uma das extremidades. A qualidade das
bibliotecas foi avaliada por eletroforese capilar e a quantificagéo foi feita com o kit NEBNext®
Library Quant Kit for lllumina (New Englands Biolabs®), segundo recomendacdes do
fabricante, para a preparagdo de um pool contendo 2 nM de cada biblioteca para
sequenciamento sendo utilizada a plataforma NextSeq™ 550 Sequencing System (lllumina)
junto ao Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP - GENIAL) da Universidade de
Sao Paulo. Apés o sequenciamento, o alinhamento obtido através do reads gerados foram
analisados contra o genoma de referéncia de Z. mobilis utilizando o software Rockhopper
(McCLURE et al., 2013) sendo possivel identificar os genes diferencialmente expressos (g-
Value < 0.01). De maneira a validar os genes sub-regulados observados através do
experimento de RNA-seq, foram selecionados 0s que apresentaram a maior sub-regulacéo e
com gValue < 0,01 e, para os normalizadores, foram selecionados genes que néo obtiveram
modulagéo estatisticamente significativa nas condi¢ges testadas. Utilizando a plataforma IDT
(Integrated DNA Technologies) foram desenhados primers capazes de amplificar as
sequéncias de genes com caracteristicas de sub-regulacdo. O cDNA foi sintetizado segundo
recomendacao do fabricante: Superscript Il RT (200 U/uL — Invitrogen) e purificado com kit
Microcon YM-30 (Millipore). Cada gPCR foi realizada em triplicata, sendo constituida de: 100
ng de cada cDNA, 100 nM de cada primer (Forward e Reverse) e 10 uL de SYBR Green PCR
Master Mix 2x® (Applied Biosystems). As reacBes foram realizadas no aparelho ABI Prism®
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), todas em triplicata. Para normalizacéo
dos experimentos, foi utilizado o controle ZMO1124 (Fis family transcriptional regulator), uma
vez que sua expressao génica ndo apresentou varia¢cao nas condi¢des avaliadas nos ensaios
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de RNA-Seq. As regibes intergénicas foram isoladas com auxilio da base de dados NCBI e
caracterizadas com a ferramenta BPROM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados pela curva de crescimento demonstraram que as células,
gquando expostas a concentracdo estabelecida de 45 puM de Al-2, apresentaram alteracoes
em seu crescimento compativeis com o esperado no processo de quorum sensing, uma vez
que diminuiram seu ritmo de crescimento quando comparados ao grupo controle (Teste T: p
= 0,02). O RNA total extraido apresentou RIN (Numero de Integridade do RNA) acima de 8,
indicando excelente qualidade das mostras. A deplecdo do RNA ribossomal foi eficiente, uma
vez que a porcentagem de rRNA remanescente foi inferior a 1 %. As bibliotecas apresentaram
perfil homogéneo e valor médio de 450 pb. Os reads obtidos através do RNA-seq
apresentaram alinhamento de 85% contra o genoma de referéncia de Z. mobilis e estes dados
foram validados através de ensaios de qPCR, com a sele¢cdo de 14 genes para analise do
perfil de expressdo génica (6 superexpressos e 8 subregulados). A correlagdo entre estas
duas metodologias independentes foi de 85% (Pearson 0,8852 e Spearman 0,7890). Poucos
estudos tém sido dedicados a caracterizacdo de promotores de Z. mobilis. Desta forma, o
entendimento das modulagbes ocasionadas pela indugdo do quorum sensing por uma
molécula exégena, como o Al-2, nos fornece um campo de estudo inédito para o entendimento
de trangenes que possam ser ligados ou desligados, de maneira controlada em Z. mobilis.
Como observado pela curva de crescimento, houve mudanca tanto no perfil de crescimento
da bactéria na presenca de Al-2, como de expressdo génica, sendo observados 1014 genes
(gvalue <0,01) com modulacdes estatisticamente significativas, o que corresponde a 55% do
total de genes da bactéria. Dentre estes genes, 925 se apresentaram superexpressos e 89
subregulados. A andlise transcriptbmica nos trouxe informacdes acerca de genes bem
descritos na literatura como caracteristicos do processo de quorum sensing de diversos
microorganismos como Pseudomonas spp. Streptococcus spp. e E. coli por exemplo. Em Z.
mobilis, alguns destaques na modulacdo foram o0s genes relacionados a receptores de
membrana, como membros da familia TonB, transportadores ABC, reguladores de
guiomiotaxia e fatores de transcricdo. No que diz respeito aos promotores, foram isoladas 5
regides intergénicas relacioanadas a genes subregulados, e seus elementos -10 e -35 foram
caracterizados. Além disso, 3 operons preditos se apresentaram subregulados, estando
relacionados a sintese de RNA mensageiro e transportador.

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram a eficiente construcao de bibliotecas de
RNA-Seq da bactéria Zymomonas mobilis e sua modulagdo fenotipica e génica em resposta
ao auto indutor de quorum sensing Al-2. Sendo assim foi observada que a resposta da
bactéria Z. mobilis ao autoindutor, apesar de ndo possuir genes que sintetizem esta molécula,
foi capaz de mostrar acdo no crescimento da cultura ja que induziu a resposta a sua fase
estacionaria e na mudanca do perfil de expressao génica. Com isto, foram identificados 1014
genes modulados sendo 995 superexpressos e 89 subregulados. Os dados obtidos pela
construcao das bibliotecas de RNA-Seq foram corroborados através da metodologia de PCR
guantitativo sendo obtida correlagdo de ~80%. Além disto, regides promotoras de genes
subregulados, em resposta ao Al-2, foram isolados e caracterizadas em relacdo aos
elementos -35 e -10 presentes no promotor central. Tais regides serdo melhor caracterizadas
em estudos posteriores, podendo ser utilizadas para desenvolver sistemas controlados por
esta molécula. Foram encontrados 3 operons multigénicos modulados negativamente na
presenca do Al-2, estando relacionados a diminuicdo da sintese de RNAs mensageiros e
transportadores.
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