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Resumo

A bactéria Gram-negativa Zymomonas mobilis apresenta diversas caracteristicas que a tornam
atrativa para a producdo industrial de diferentes bioprodutos, incluindo o bioetanol. Por exemplo, Z.
mobilis pode ser cultivada tanto em condicGes aerdbicas como anaerdbicas, é capaz de converter
glicose a etanol com uma eficiéncia ainda maior do que a propria Saccharomyces cerevisiae e tolera
maiores concentracdes deste alcool durante o processo de fermentacdo. Além disso, estudos recentes
sugerem que a producdo de etanol pode ser incrementada quando a bactéria é exposta ao indutor de
quorum sensing (QS) do tipo 2 (denominado auto-indutor 2, ou Al-2). O Al-2 é uma das moléculas
utilizadas por bactérias para controlar o processo de QS de forma interespecifica, sendo responsavel
por avaliar a densidade populacional do meio e sincronizar seu comportamento em escala
comunitaria, através da expressdo de fenotipos alternativos (como bioluminescéncia, motilidade ou
formacéo de biofilme, entre outros). Nesse sentido, estudos preliminares sugeriram que Al-2 pode
induzir significativo aumento na producdo de etanol por Z. mobilis, servindo como base para a
concessao de duas patentes internacionais, envolvendo o uso deste sinalizador como um adjuvante
para aumentar a producao deste biocombustivel em processos industriais baseados em fermentagédo
por esta bactéria. No entanto, estes experimentos ndo foram realizados com Al-2 purificado,
justificando o desenvolvimento do presente projeto, que procurou confirmar alguns dos resultados
obtidos em tais estudos, com o auxilio de amostras puras de Al-2 sintético.. Surpreendentemente, 0s
experimentos aqui descritos mostraram que Al-2 ndo é capaz de aumentar a producdo absoluta de
etanol em culturas de Z. mobilis, como inicialmente sugerido, mas induz uma elevacao significativa

na eficiéncia de producéo de etanol por célula.
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Abstract

The gram-negative bacterium Zymomonas mobilis presents a variety of characteristics that makei it
attractive to the industrial production of several bio-products, such as bioethanol. Zymononas mobilis
is a facultative anaerobic organism and can grow under both aerobic and anaerobic conditions.
Moreover, it converts glucose to ethanol at a rate that surpasses the yeast Saccharomyces cerevisiae
and tolerates higher concentrations of this alcohol during the fermentative process. Recent studies
have shown that ethanol production can be enhanced when Z. mobilis is exposed to the type 2 quorum
sensing (QS) inducer (also called auto-inducer 2, or Al-2). Al-2 works as a trans-specific signaling
molecule, used by many bacteria to monitor population density in their surrounding environment and
synchronize the onset of several alternative behaviors (such as bioluminescence, motility and biofilm
formation, among others) in a community scale. Previous studies have suggested that Al-2 is capable
of enhancing ethanol production by Z. mobilis and these studies resulted in two international patents,
proposing the use of this signaling molecule to increase ethanol production in industrial processes
based on Z. mobilis fermentation. However, the experiments that support these patents did not display
a direct correlation between the presence of auto-inducer and increased ethanol production, as they
were not conducted with purified Al-2. Thus, the experiments described herein aimed at confirming
these preliminary results, using Z. mobilis cultures treated with purified samples of synthetic Al-2.
Surprisingly, our results show that Al-2 is not capable of increasing the absolute ethanol content in
Z. mobilis cultures, as originally suggested, but induces a significant increase in the rate of ethanol
molecules produced by individual bacterial cells.

Keywords: Zymomonas mobilis, Al-2, microbiology, biotechnology, ethanol.
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1 — Introducéo
1.1 — Consideracdes gerais

Um namero significativo de setores da industria faz uso de microrganismos em seus respectivos
sistemas de producdo, seja através de processos fermentativos ou de outras formas de
biotransformacao, capazes de converter diferentes tipos de matéria organica em produtos de alto valor
agregado, como alimentos, biofarmacos, ou biocombustiveis, por exemplo (Somerville, 2007; Biddy
et al., 2016). Dentre os microrganismos considerados com grande potencial para uso em processos
industriais, destaque deve ser dado para a bactéria gram-negativa Zymomonas mobilis, que apresenta
diversos atributos importantes para seu uso em processos de biotransformacao (Jeffries, 2005; Rogers
etal., 2007). Por exemplo, Z. mobilis € uma bactéria anaerdbia facultativa, que apresenta crescimento
vigoroso tanto em condicdes aerdbicas, como anaerobicas, dispensando a necessidade de aera¢ao dos
tanques para garantir seu crescimento e produtividade. Além disso, trata-se de um microrganismo de
alta rusticidade, que se adapta com facilidade a diferentes condicdes de cultivo em diferentes escalas
e cujo genoma completo ja foi descrito ha mais de dez anos, sendo que ferramentas necessarias a sua
manipulacdo (como sistemas de transferéncia e expressdo de genes exdgenos baseados em vetores
shuttle, bem como mecanismos para nocaute e integracdo génica, via transposons) vém sendo
desenvolvidas desde a década de 1980 (He et al., 2014).

Por se tratar de um microrganismo etanologénico, esta bactéria vem chamando a atencdo da
indUstria de bioetanol ha algumas décadas, sobretudo por apresentar algumas vantagens quando
comparada a levedura Saccharomyces cerevisiae, no que se refere a producdo deste biocombustivel.
Nesse sentido, verifica-se que Z. mobilis é capaz de crescer e produzir etanol em uma ampla faixa de
pH (pH 3,5-7,5), além de exibir uma maior toleréncia a este alcool (12-15%), quando comparada com
S. cerevisiae (8-12%) (Panesar et al., 2006). A bactéria também apresenta uma toleréncia
naturalmente elevada a muitos dos compostos inibitorios encontrados em hidrolisados provenientes
de diferentes tipos de pré-tratamentos a que a biomassa lignoceluldsica pode ser submetida, tornando-
se, portanto, uma alternativa interessante a producao de etanol de segunda geracdo (Rogers et al.,
2007). Mais importante, no entanto, verificou-se que Z. mobilis é capaz de fermentar hexoses
exclusivamente através da via glicolitica de Entner-Doudoroff (ED Pathway), uma vez que esta

bactéria apresenta mutacGes que inativam genes que codificam enzimas envolvidas na via glicolitica



de Ebden-Meyerhof-Parnas (EMD Pathway), como 6-fosfofrutoquinase (6PK) e no ciclo dos acidos
tricarboxilicos, como 2-oxoglutarato desidrogenase (20D) e malato desidrogenase (MD) (Seo et al.,
2005). Ao contréario da via EMP, que gera dois moles de ATP para cada mol de glicose fermentada a
etanol, a via ED tem um rendimento liquido de apenas um ATP por mol de glicose.

De maneira a compensar este baixo rendimento de ATP, a bactéria consome glicose em um
ritmo extremamente elevado, convertendo este monossacarideo a etanol com elevada eficiéncia, de
maneira a atender adequadamente as demandas energéticas da célula. Como resultado, a bactéria
apresenta uma baixa incorporacao da glicose a sua biomassa, resultando em um elevado rendimento
quanto a producéo de etanol. De fato, Z. mobilis atinge uma producdo de etanol que se aproxima da
méaxima produtividade possivel para esta bioconversao, ja que quase toda a glicose absorvida pelas
células é convertida a etanol, sendo o rendimento deste processo limitado quase que exclusivamente
pela tolerancia da bactéria ao préprio etanol por ela produzido. (Panesar et al., 2006).

Nesse sentido, diversos esfor¢os destinados ao aprimoramento de Z. mobilis, com vistas a sua
utilizacdo na industria de bioetanol vém sendo implementados nos Gltimos anos (revisto em Yang et
al., 2016). Por exemplo, uma vez que linhagens selvagens de Z. mobilis sdo reconhecidas por
possuirem uma reduzida gama de utilizacdo de substratos (fermentam basicamente sacarose, ou as
hexoses glicose e frutose, dela derivados), linhagens recombinantes de Z. mobilis, capazes de
degradar xilose e arabinose ja foram desenvolvidas (Zhang et al., 1995; Deanda et al., 1996),
possibilitando seu uso na producdo de etanol de segunda geracdo, a partir de material lignocelulésico,
que possui alto teor destas pentoses em sua composicao (Himmel et al., 2007).

Para tanto, os genes de assimilacdo de xilose, xylA e xyIB, que codificam as enzimas xilose
isomerase e xilulocinase, bem como dos genes de via de pentose fosfato, talB e tktA (que produzem
transaldolase e transcetolase) foram incorporados ao genoma de Z. mobilis Zm4 (Zhang et al., 1995).
Subsequentemente, utilizou-se o transposon mini-Tn10 para a integracdo ao genoma da bactéria do
operon araBAD, contendo o0s trés genes responsaveis pela assimilacdo de arabinose [codificando L-
arabinose isomerase (araA), L-ribulocinase (araB), L-ribulose-5-fosfato-4 (araD)], o que levou a
producdo de uma linhagem recombinante de Z. mobilis capaz de utilizar tanto xilose como arabinose
para a producédo de etanol (Zhang et al., 2007). Experimentos destinados a produzir linhagens de Z.
mobilis capazes de degradar diretamente o material lignocelulésico também vém sendo conduzidos,
atraves da incorporacdo ao seu genoma, de genes capazes de degradar os diferentes componentes
deste complexo material, com vistas a obtencdo de uma linhagem de Z. mobilis que possa ser utilizada

em sistemas de bioprocessamento integrado (SBI), em que um Unico microrganismo poderia ser



usado para a degradacdo do material lignocelulésico e fermentacdo dos monossacarideos dele
derivados, a etanol (Lejeune et al., 1988; Misawa et al., 1988; Yoon et al., 1988; Brestic-Goachet et
al., 1989; Yanase et al., 2005; Linger et al., 2010).

Z. mobilis também contém vias metabodlicas endogenas, que vém sendo utilizadas e/ou
manipuladas para adaptar a bactéria a producdo de outros subprodutos de elevado interesse industrial
(Figura 1). Por exemplo, estirpes de Z. mobilis foram desenvolvidas de maneira a aprimorar a
utilizacdo de sacarose para a producdo de levano, uma substancia de alto valor para a industria
cosmética e farmacéutica (Silbir et al., 2014), bem como gluconato, succinato, lactato e sorbitol
(Silveira et al., 1999; Erzinger e Vitolo, 2006; Lee et al., 2010 Kim et al., 2014). Aléem disso,
diferentes vias heterélogas foram introduzidas em Z. mobilis visando a producdo de biopolimeros,
como polihidroxilbutirato (PHB) (Lai e Chen, 2006), ou building blocks para a producdo de
biocombustiveis alternativos, como 2,3-butanodiol (2,3-BDO) (Yang et al., 2016). Nesse sentido, a
manipulacdo génica de Z. mobilis se destaca como um interessante campo de atuagéo, capaz de levar
ao desenvolvimento de novas linhagens da bactéria, que encontrariam aplicacdo em diversos

processos industriais.
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Figura 1. Exemplos de bioprodutos(nativos e/ou heterdlogos) que podem ser obtidos de Z. mobilis, a partir de sacarose,
glicose, frutose, arabinose e xilose. A figura mostra os diferentes estagios de bioproducéo de cada substancia, incluindo
(1) estagio de pesquisa basica (Discovery); (I1) producéo em escala de bancada (Lab Bench-top); (111) producéo em escala
piloto ou comercializacdo (Pilot/Commercial). PPP: Via das pentose fosfato; G3P: gliceraldeido 3-fosfato; IPP:
isopentenil pirofosfato; GPP: geranil pirofosfato; FPP: farnesil pirofosfato; FAEE: ésteres etilicos de acidos graxos; 3-
HP: 4cido 3-hidroxipropiénico; 3HB: 3-hidroxibutirato; 2,3-BDO: 2,3-butanodiol. Fonte: Yang et al. (2016).



1.2 — Quorum sensing em bactérias.

Quorum sensing (QS) é um processo de comunicagdo quimica que as bactérias utilizam para
avaliar a densidade populacional do ambiente e sincronizar seu comportamento em escala
comunitaria (Waters e Bassler, 2005; Bassler e Losick, 2006). Esta comunicacdo € mediada por
pequenas moléculas sinalizadoras denominadas auto-indutores (Al). Geralmente, bactérias Gram-
positivas utilizam oligopeptideos para este tipo de comunicacdo, enquanto bactérias Gram-negativas
utilizam derivados de acil-homoserino-lactonas (acil-HSL). Coletivamente, estas moléculas recebem
0 nome de auto-indutor do tipo 1, ou Al-1 (Bassler e Losick, 2006; Papenfort e Bassler, 2016). Via
de regra, os indutores do tipo Al-1 apresentam estrutura espécie-especifica e sdo produzidos de
maneira constitutiva pelas células durante todas as etapas de seu desenvolvimento. Dessa forma,
quando a cultura celular atinge densidades mais elevadas, a concentracdo de Al-1 do meio torna-se
critica, desencadeando uma resposta coordenada de todas as células do ambiente, que reprogramam
sua expressdo génica de maneira simultanea, promovendo diminuicdo na expressdao de genes
envolvidos com a divisao celular, a0 mesmo tempo em que ativam genes envolvidos com uma serie
de atividades alternativas, como bioluminescéncia, motilidade, producdo de biofilme e, em muitos
casos, secrecdo de fatores de patogenicidade (Papenfort e Bassler, 2016).

Nesse sentido, a resposta ao QS envolve a expressao de fen6tipos que seriam demasiadamente
custosos e contraproducentes, se executados por apenas algumas células, mas que acabam resultando
em respostas eficientes quando expressos de maneira coordenada, por toda a populagéo (Papenfort e
Bassler, 2016). Além disso, diversos estudos vém mostrando que tanto bactérias Gram-negativas,
quanto Gram-positivas, podem se utilizar de um sistema alternativo de QS, que envolve uma molécula
conhecida como auto-indutor do tipo 2 (Al-2). Estruturalmente, o Al-2 é uma molécula
completamente diferente dos oligopeptideos utilizados para a sinalizacdo QS em bactérias Gram-
positivas, bem como dos derivados de acil-HSL, que caracterizam os diferentes tipos de Al-1 das
bactérias Gram-negativas (Pereira et al., 2013; Papenfort e Bassler, 2016). Mais importante, o Al-2
possui a capacidade de ser reconhecido tanto por bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas,
constituindo um sistema trans-especifico de comunicagéo entre bactérias (Pereira et al., 2013). A
estrutura basica do Al-2 é uma 4,5-di-hidroxi-2,3-pentanodiona (DPD), que cicliza espontaneamente,
para formar uma série de derivados que se interconvertem espontaneamente entre as formas R/S-
DHMF (2,4-dihidroxi-2-methildihidrofurano-3-ona) e R/S-THMF (2-metil-2,3,3,4-
tetrahydroxitetrahidrofurana), como mostrado na Figura 3. No caso de Vibrio spp., a ciclizacdo de



DPD é acompanhada pela incorporagdo de uma molécula de boro para produzir um furanosil-borato-
diéster (S-THMF-borato), que atua como Al-2 nestas bactérias (Figura 2).
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Figura 2. Equilibrio dindmico representando as moléculas derivadas da ciclizacdo espontanea de 4,5-di-hidroxi-2,3-
pentanodiona (DPD). Veja texto para detalhes. Fonte: Yang (2011).

A sintese do Al-2 esta associada a producdo de S-adenosil-metionina (SAM), um importante
cofator que atua como doador de grupos metila para uma série de substratos, durante a biossintese de
nucleotideos e aminoacidos (Sun et al., 2004). No entanto, a retirada dos grupos metila do SAM gera
0 subproduto téxico S-adenosil-homocisteina (SAH), que pode ser detoxificado através de duas vias
de reciclagem, que convertem SAH em homocisteina (que é posteriormente convertida em metionina,
como mostrado na Figura 3) (Sun et al., 2004). O processo mais simples de detoxificacdo envolve a
interconversdo direta do SAH em homocisteina, através da atividade da enzima SAH hidrolase
(reacdo indicada pela linha azul, na Figura 3), que produz ainda, uma molécula de adenosina como
subproduto (Sun et al., 2004). Algumas bactérias, no entanto, ndo possuem SAH hidrolase e
detoxificam SAH através de uma via constituida por duas etapas sequenciais (linhas vermelhas, na
Figura 3). Na primeira etapa, mediada pela enzima Pfs, SAH é interconvertido a S-ribosil-
homaocisteina (SRH), gerando, ainda, adenina como um subproduto. Na segunda etapa, mediada pela
enzima LuxS, SRH é interconvertido a homocisteina, que é posteriormente convertida a metionina
(Figura 3) (Sun et al., 2004). No entanto, a acdo de LuxS também gera a forma bésica do Al-2, DPD,
como subproduto de sua reacdo. Como mencionado anteriormente, DPD cicliza espontaneamente e

estabelece um equilibrio dindmico entre as varias formas de Al-2 mostradas na Figura 2.
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Figura 3. Reacdes envolvidas na producao/detoxificacdo de SAH e sintese de Al-2. SAH é produzido a partir da retirada
de um grupamento metila, existente em moléculas de S-adenosil-metionina (SAM), que é doado a precursores de vias de
biossintese de aminoacidos e nucleotideos. As setas azuis representam a detoxificacdo de SAH em um passo, através de
enzima SAH hidrolase, enquanto as setas vermelhas representam a detoxificacdo em dois passos, através das enzimas Pfs
e LuxS, que gera DPD (Al-2) como subproduto. Veja texto para detalhes. Abreviaturas: SAM, S-adenosil-metionina;
SAH, S-adenosil-homo-cisteina; SRH, S-ribosil-homocisteina; DPD, 4,5-di-hidroxil-2,3-pentanodiona. Adaptado de
Yang (2011).

Os mecanismos de QS baseados em Al-2 foram caracterizados de maneira detalhada apenas em
algumas bactérias e se dividem em duas classes, tipificadas por Vibrio spp (Al-2-QS tipo 1), bem
como por Salmonella typhimurium e E. coli (Al-2-QS Tipo 2) (Miller et al., 2002; Ahmer, 2004).
Estes dois mecanismos s&o mostrados, de maneira sumaria, na Figura 4. Em V. cholera, por exemplo,
Al-2 liga-se a proteina periplasmatica LuxP, que interage com uma proteina de membrana (LuxQ)
que possui um dominio intracelular com atividade de histidina-quinase. A interacdo entre Al-
2/LuxP/LuxQ desencadeia uma cascata de fosforilacbes que, em Ultima analise, ativa o fator de
transcricdo LUXR, que ativa a transcricdo dos genes de resposta a QS (Miller et al., 2002). Em S.
typhimurium, por outro lado, Al-2 é reconhecido pela proteina periplasmatica LsrB, que se liga ao
sistema de transporte do tipo ABC (ATP-binding cassete) LsrACD, ligado a membrana interna da
bactéria. Esta interacdo leva a internalizacdo da molécula de Al-2, que € posteriormente fosforilada
pela enzima LsrK (Taga et al., 2001). O Al-2 fosforilado interage com fatores de transcrigdo, como
o repressor LsrR, que controla a expressao do operon Isr, envolvido na resposta a QS nestas bactérias
Um operon Isr homologo ao de S. typhimurium foi também encontrado em E. coli, sugerindo que esta
bactéria também responde a Al-2 através do processo de internalizacao desta molécula sinalizadora,
diferentemente de Vibrio spp, em que Al-2 se concentra na membrana interna das células, tendo seu

sinal transduzido para o citoplasma através dos dominios de histidina quinase presentes em receptores



transmembrana, (Xavier e Bassler, 2005). Vale ressaltar que homologos para os genes que codificam
as proteinas acima mencionadas ndo foram encontrados no genoma de Z. mobilis, 0 que sugere que
esta bactéria pode apresentar um mecanismo diferente para reconhecer Al-2 e responder a presenca
deste sinalizador (Seo et al., 2005; Yang, 2011).

Al-2 signal in ® Al-2 signal in
Salmonella spp. Vibrio spp.

phosphatase

8 LuxU

Figura 4. Sistemas de deteccdo de quorum sensing (QS) baseados em derivados de DPD (Al-2) encontrados em
Salmonella spp (porcéao esquerda da figura) e Vibrio spp. (porg¢éo direita da figura). Em Salmonella spp., a molécula Al-
2 é o isdbmero R-THMF (Figura 3), sendo este, reconhecido internalizado e fosforilado por uma série de proteinas
codificadas pelo operon Isr. O Al-2 fosforilado ativa o fator de transcri¢do LsrR, responsavel pela ativacéo da transcri¢ao
dos genes de resposta a QS. Ja em Vibrio spp., a molécula Al-2 encontra-se na forma S-THMF-borato (Figura 3), que
ndo é internalizado e liga-se a um receptor de membrana (LuxP/Q), que transduz o sinal para o citoplasma da célula,
levando a expressdo de genes de resposta a QS quando o gene LuxR deixa de ser reprimido. Fonte: adaptado de Asad e
Opal (2008).

1.3 — Resposta de Z. mobilis ao auto-indutor de quorum sensing tipo 2 (Al-2)

Como mencionado anteriormente, os derivados de DPD que constituem o sinalizador Al-2
possuem a capacidade de afetar diversas espécies bacterianas, atuando como um controlador de QS
trans-especifico. Nesse sentido, estudos preliminares, conduzidos pelo grupo de pesquisa e um de
nossos colaboradores (Dr. Adrian Walmsley, da Universidade de Durham, UK) mostraram que Z.
mobilis é responsiva a este sinalizador, embora ndo possua 0s genes pfs e luxS, necessarios a sua

sintese (Yang, 2011). Nestes estudos, amostras de meio de cultura, previamente utilizado para crescer



células de E. coli até a fase estacionaria, foram utilizados como fonte de Al-2. Quando aliquotas
provenientes desse meio foram inoculadas em culturas de Z. mobilis, verificou-se que as células
apresentavam superexpressao de uma série de proteinas, sendo que este fendmeno ndo era observado
quando as culturas eram tratadas com meio proveniente de culturas de uma linhagem luxS™ de E. coli,
que é incapaz de produzir Al-2. Cinco proteinas superexpressas em resposta a Al-2 foram
caracterizadas por espectrometria de massa (Yang, 2011), sendo duas delas identificadas como
proteinas citoplasmaticas, enquanto as outras trés sdo proteinas secretadas para o ambiente
extracelular. Curiosamente, as duas proteinas citoplasmaticas cuja expressao foi elevada em resposta
a Al-2 foram identificadas como enolase (codificada pelo gene eno, ou ZMO1608) e piruvato
decarboxilase (codificada pelo gene pdc, ou ZMO 1360) (Yang, 2011) - duas enzimas que atuam na
via que leva a producdo de etanol em Z. mobilis (Savvides et al., 2001). Experimentos adicionais
demonstraram, ainda, que as culturas de Z. mobilis tratadas com aliquotas do sobrenadante de E. coli
apresentaram um aumento na producéo de etanol, que podia atingir concentrages proximas de 15%
(v/v) no meio de cultura - valor maximo tipicamente tolerado pela bactéria (Shakirova et al., 2008).
Nesse sentido, a possibilidade de utilizar Al-2 para estimular a producéo de etanol por Z. mobilis foi
objeto de um pedido de patente, concedido ao grupo de pesquisa do Dr. Walmsley na Europa (Borges-
Walmsley et al., 2009) e nos Estados Unidos (Walmsley et al., 2012), sendo que uma solicitagdo
similar ja foi depositada no Brasil.

No entanto, a elevada complexidade dos sobrenadantes de cultura de E. coli, utilizados como
fonte de Al-2 nestes experimentos, torna dificil concluir com exatiddo se era realmente o Al-2 a
molécula responsavel pelo aumento na producdo de etanol. Recentemente, uma empresa norte-
americana (Carbosynth, Inc.) passou a comercializar Al-2 sintético purificado, permitindo confirmar
se é realmente esta a molécula que induziu em Z. mobilis o conjunto de respostas verificadas por
Yang et al. (2011). Dessa forma, o projeto aqui proposto tem por objetivo avaliar a producéo de etanol
em células de Z. mobilis submetidas a diferentes concentracfes de Al-2, bem como verificar a
variacao na transcricdo de alguns genes-chave da via ED desta bactéria, em resposta a presenca deste

sinalizador

2 — Objetivos

O objetivo do presente trabalho envolveu confirmar os resultados obtidos por Yang et al.

(2011), utilizando Al-2 sintético para avaliar o eventual aumento na producdo de etanol por células



de Zymomonas mobilis, tratadas com concentragdes definidas e crescentes deste auto-indutor de QS.
Além disso, alteragdes provocadas pela presenca de Al-2 sobre a transcri¢do de alguns genes-chave

da via ED (pdc e eno) foram quantificadas.

3 - Material e métodos

A linhagem Zm4 de Z. mobilis (ATCC 14990) foi utilizada durante este projeto. Para sua
manutencdo e cultivo em laboratério, foram utilizados dois tipos de meio: 0 meio de cultura
indefinido RM e um meio minimo (MM) especifico para Z. mobilis (Yang, 2011). Cada litro de meio
RM € constituido por 20 g de glicose, 10 g de extrato de levedura e 2 g de KoHPO4, que séo
dissolvidos em &gua, com o pH sendo ajustado para 6.0, seguido de autoclavagem a 120 °C durante
15-20 minutos. Ja 0 MM (por litro) é constituido de: 1 g de KH2PQOg4, 1 g de K;HPO4, 0,5 g de NaCl,
1 g de (NH4)2S04, 0,2 g de MgS04.7H20, 0,2 g CaCl..2H20, 0,25 g Na2M002.2H20, 0,25 g de
FeS04.7H20, e 20 g de glicose. Apds autoclavagem a 121°C durante 15 minutos, adiciona-se 1 ml de
uma solucdo de vitaminas (contendo 0,005 g de pantotenato de calcio, 0,001 g de cloridrato de
tiamina, 0,001 g de biotina e 0,001g de Acido nicotinico), pré-esterilizada por filtracdo. A bactéria
foi mantida, inicialmente, em placas de Petri contendo o meio RM sélido, através da adicéo de agar-
agar (Difco), a uma concentracdo final de 1,5%. As placas foram mantidas em estufa bacteriana, a
30°C e amostras da bactéria repicadas para placas frescas a cada 10-15 dias. Culturas liquidas foram
estabelecidas em meio MM, quando necessario, a partir de colénias isoladas, selecionadas das placas
de Petri, sendo entdo inoculadas em frascos apropriados para cultivo laboratorial. Nestes casos, 0
crescimento bacteriano foi feito tanto sob condi¢des aerdbicas quanto semi-anaerdbicas (em estufa,

sem agitacdo), sempre a 30°C.

3.2 — Crescimento de Z. mobilis em meio de cultura MM, contendo diferentes concentracoes de
Al-2.

Uma colénia isolada de Z. mobilis foi colhida de uma cultura em placa e usada para inocular 3
— 5 ml de meio MM liquido. Esta cultura inicial foi crescida por 36 horas e utilizada para inocular
culturas maiores, contendo 80 ml de MM, a uma ODeqo inicial de 0,05. Estas culturas foram, ent&o,
crescidas a 30°C, sem agitacdo, por 14 horas quando atingiram fase exponencial de crescimento
(ODeoo entre 0,6 e 0,8). Neste momento, cada cultura de 80 ml foi dividida em quatro subculturas de

20 ml, que receberam tratamento com concentracdes crescentes (0, 18, 36 e 45 uM) de Al-2 sintetico



(adquirido da empresa Carbosynth, UK). Todas as subculturas foram entdo incubadas por mais seis
horas, até que todas atingissem fase exponencial de crescimento.

3.3 — Coleta de amostras para extracdo de RNA e quantificacdo da producéo de etanol.

Amostras de 1 ml foram colhidas nos momentos t = 14h (imediatamente antes da adi¢do de Al-
2), t=16h e t = 20h. Estas amostras foram entéo centrifugadas a 8.000 X g por 2 minutos e os pellets
de células foram utilizados para extracdo de RNA total, com o auxilio do Qiagen RNeasy Power Soil
Total RNA Kit, segundo recomendacdes do fabricante (Qiagen). Os sobrenadantes foram filtrados em
filtro de 0,2 um e a concentracdo de etanol em cada amostra foi mensurada com o auxilio do

Enzychrom™ Ethanol Assay Kit, de acordo com instrucdes do fabricante (Bioassay Systems).

3.4 — Andlise da modulacdo da expressdo génica em células de Z. mobilis, tratadas com

concentrac0es crescentes de Al-2

Culturas bacterianas foram estabelecidas em 50 ml meio liquido (MM) e incubadas (com, ou
sem Al-2) nas mesmas condi¢des descritas acima. As células foram coletadas por centrifugagdo, nas
condicdes (etapa do crescimento) que resultaram na maior diferenca observada para a producédo de
etanol, ao comparar-se as culturas tratadas com Al-2, com aquela crescida na auséncia de Al-2
(condicdes a identificadas através dos experimentos descritos no item 3.2). O RNA total de cada
cultura foi extraido, como descrito acima (3.3), e utilizado para construir bibliotecas de RNA-seq. A
expressao relativa dos genes de Z. mobilis nas condi¢des testadas cada um destes genes foi feita
através da avaliagdo de log> (RPKM Teste/ RPKM Controle).



4 - Resultados

4.1 — Anédlise da resposta de Z. mobilis & presenca de Al-2 em diferentes concentragdes.

Para verificar a resposta de Z. mobilis a diferentes concentracdes de Al-2, culturas liquidas da
bactéria foram estabelecidas em meio minimo (MM), como descrito nos Métodos. Assim que as
celulas atingiram fase exponencial de crescimento, Al-2 foi adicionado, em diferentes concentraces
(0, 18, 36 e 45uM) e o crescimento celular continuou a ser monitorado pela leitura da ODeoo, até que
as culturas atingissem fase estacionaria. Como verificado na Figura 5, as células crescidas em MM
apresentaram um longo periodo de crescimento lag, atingindo a fase exponencial apenas apds 12-14h
de incubacdo. Na auséncia de Al-2, a cultura comeca a apresentar diminuicdo em sua taxa de
crescimento a partir das 16h sendo que a fase estacionaria so se estabelece ap6s 19h de cultivo. No
entanto, a diminuicdo na taxa de crescimento e o consequente estabelecimento de fase estacionaria
sdo claramente induzidas, de maneira concentracdo-dependente, em funcdo da presenca de Al-2.
Culturas submetidas a uma concentragéo de 45uM Al-2, por exemplo, apresentam uma redu¢ao muito
mais intensa no ritmo de crescimento, quando comparadas as células ndo tratadas, j& na primeira hora
de incubacdo com Al-2, assumindo um padrdo compativel com o inicio de fase estaciondria ja no
momento t = 16h, que se manteve inalterado até o fim do experimento, no momento t = 20h (Figura
5).
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Figura 5 - Uma cultura inicial de Z. mobilis foi estabelecida, em 5 ml de meio MM liquido, a partir de uma coldnia
isolada, crescida em meio MM sélido. Apds crescimento em estufa (sem agitacdo) a 30°C por 24h, aliquotas desta
cultura foram usadas para inocular um frasco contendo 80 ml de meio liquido (MM), a uma ODsy = 0,05. Esta cultura
foi incubada nas mesmas condicGes descritas acima e o crescimento celular foi monitorado através de leitura da ODgoo.
Ap06s 14 horas de incubacdo, a cultura atingiu fase exponencial de crescimento (ODegoentre 0,6 € 0,8), sendo subdividida
em quatro frascos de 20 ml cada. Al-2 foi entdo adicionado a estas culturas, em diferentes concentragdes (0, 18, 36 e
45 uM). Em seguida, as culturas voltaram a ser incubadas como descrito acima e a ODggo cOntinuou a ser monitorada,
até que as todas atingissem a fase estacionaria de crescimento. Os valores de leitura mostrados no grafico representam
as médias e os respectivos desvios-padrao obtidos de 3 experimentos independentes. Aliquotas (2 ml) foram retiradas
para extracdo de RNA nos momentos indicados pelas setas, ou seja: 14h (antes da adi¢do de Al-2) e nos momentos 16h
e 20h, para as culturas mantidas em 45 uM Al-2, assim como no momento 20h, das culturas ndo tratadas com Al-2
(veja texto para detalhes).

4.2 — Quantificacdo da producéo de etanol em Z. mobilis na presenca de Al-2

Como mencionado anteriormente, Yang et al. (2011) sugeriram que Al-2 poderia induzir um
aumento na producdo de etanol em Z. mobilis, sendo que duas patentes internacionais foram
concedidas visando a exploracdo comercial deste fenbmeno. No entanto, a quantificacdo de etanol
feita por Yang et al (2011) foi realizada com o auxilio de um ensaio baseado na redugdo de ions
cromato (Bennet, 1971; Pilore, 1985), cuja especificidade é questionavel (veja Discussdo). Dessa
forma, optamos por utilizar uma abordagem alternativa para confirmar se Al-2 é realmente capaz de
elevar a producdo de etanol por esta bactéria, utilizando um ensaio especificamente desenvolvido
para a deteccdo de etanol, baseado em um kit comercial, conhecido como Enzychrom™ ethanol assay
kit, produzido e comercializado pela empresa Bioassay Systems. Dessa forma, aliquotas de células
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em cultura, tratadas com as diferentes concentracfes de Al-2 testadas anteriormente, foram retiradas
em quatro tempos diferentes (veja Figura 5, setas) e o etanol presente no sobrenadante dessas
aliquotas foi mensurado.

Os resultados destas quantificacdes séo mostrados na Figura 6 e mostram que a producdo total
de etanol ndo sofre variacdo significativa ao longo de 20 horas de incubacdo, independente da
presenca ou auséncia de Al-2, em diferentes concentracdes (Figura 6). No entanto, uma vez que a
biomassa de células presentes nas culturas crescidas na presenca de Al-2 € menor do que a verificada
nas culturas controle (Figura 5), a quantidade de moléculas de etanol produzidas por célula é mais
elevada na presenca de Al-2, sugerindo que as células tratadas com este sinalizador apresentam maior

rendimento na producéo desta substancia (Figura 6).
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Figura 6 — Producéo de etanol por Z. mobilis em resposta & presenca de Al-2. Culturas de Z. mobilis foram
estabelecidas, como descrito na Figura 1 e crescidas por 14 horas, até atingirem fase estaciondria de crescimento. Neste
momento, Al-2 foi adicionado em diferentes concentracdes (0, 18, 36 e 45 uM) e as culturas foram incubadas por mais
seis horas, até que todas atingissem fase estacionaria de crescimento. Aliquotas foram retiradas a cada hora para
monitoramento da ODggo € para 0 célculo de unidades formadoras de colénia (CFU), através de diluicdo seriada e
semeadura em meio MM sdlido. Além disso, aliquotas (2 ml) foram coletadas nos momentos t = 16h e t = 20h para
quantificacdo do etanol produzido pelas culturas nestes dois momentos. Para tanto, as células foram centrifugadas a 8.000
X g por dois minutos e o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,22 um. A seguir, aliquotas dos sobrenadantes purificados
foram analisadas com o auxilio do Enzychrom™ ethanol assay kit, de maneira a detectar e quantificar o etanol produzido.
As barras azuis mostram a concentracdo absoluta de etanol presente em cada amostra (barra a esquerda), enquanto 0s
pontos vermelhos mostram a concentracao relativa de etanol nestas mesmas amostras, apds normalizagdo pelo nimero
de células (CFU) presentes em cada uma (barra a direita). O grafico mostra os resultados médios e seus respectivos
desvios-padrao, obtidos para trés experimentos independentes.
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4.3 — Andlise da modulagédo da expressao de genes envolvidos com a producéo de etanol em Z.
mobilis.

Os resultados obtidos inicialmente por Yang et al. (2011) sugeriam que algumas enzimas
diretamente envolvidas com a producédo de etanol em Z. mobilis poderiam estar presentes em maior
concentracdo no interior de células tratadas com Al-2. Dentre estas enzimas, destacavam-se a
piruvato decarboxilase, ou pdc (codificada pelo gene ZMO1360) e a fosfopiruvato hidratase (ou
enolase), codificada pelo gene ZMO1608. Dessa forma, decidimos verificar se Al-2 era capaz de
aumentar os niveis de transcricdo destes dois genes. Estes experimentos envolveram a anélise de
dados derivados de uma andlise transcriptémica global, utilizando RNAs de bactérias crescidas na
presenca, ou auséncia de 45 pM Al-2, que foram submetidos a experimentos de RNA-seq, como parte
do projeto da Dr.a Valquiria C. Alencar, Pos-Doutoranda do nosso laboratério. Para estes
experimentos, culturas de Z. mobilis foram estabelecidas em MM e crescidas até metade da fase
exponencial de crescimento (como mostrado na Figura 5). Nesse momento, uma aliquota foi retirada
da cultura (Controle 14h) e RNA total das bactérias foi extraido. A seguir, a cultura foi dividida em
duas, sendo que uma delas foi induzida com 45 uM Al-2, enquanto a outra ndo recebeu este
sinalizador. Estas culturas foram entdo crescidas até a fase estacionaria (t = 20h), quando células
foram colhidas para extracdo de RNA total e construcdo de bibliotecas de RNA-seq e mensuracao da
expressdo génica global nestas condi¢Bes. Para o presente relatorio, tomamos os dados de expressdo
relativa dos genes ZMO1360 e ZMO1608, citados acima, de maneira a confirmar os resultados de
Yang et al. (2011). Estes resultados sdo mostrados na Figura 7 e evidenciam que, na verdade, tanto o
gene ZMO1360 (pdc), como ZMO1608 (enolase), tém sua transcri¢do inibida, em resposta a presenca

de Al-2 (veja barras vermelhas, na Figura 8).
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Figura 8. Andlise da expressdo relativa dos genes ZM01360 (pdc) e ZM0O1608 (enolase) de Z. mobilis em resposta a
presenca de Al-2. Culturas de Z. mobilis foram estabelecidas em MM e crescidas até metade da fase exponencial de
crescimento (como mostrado na Figura 5). Nesse momento, uma aliquota foi retirada da cultura (Controle 14h) e RNA
total das bactérias foi extraido. A seguir, a cultura foi dividida em duas, sendo que uma delas foi induzida com 45 uM
Al-2, enquanto a outra ndo recebeu este sinalizador. Estas culturas foram entdo crescidas até a fase estacionaria (t = 20h),
quando células foram colhidas para extracdo de RNA total e construcdo de bibliotecas de RNA-seq. Os valores de
expressdo génica (em RPKM) foram, entfo, obtidos para células Controle (sem Al-2, nos tempos 14h e 20h) e tratadas
com Al-2 (no momento 20h). Os valores de expressao relativa sdo mostrados atraves dos valores de log, (RPKM Controle
20h/Controle 14h) e log2 (RPKM Al-2 20h/RPKM 14h). Cada barra mostrada no gréfico representa o valor medio obtido
de trés réplicas experimentais, com significancia estatistica de q < 0.01.
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5 — Discussao

Como mencionado anteriormente, Yang e colaboradores (2011) foram os primeiros a
conduzir experimentos com o objetivo de mostrar, de maneira indireta, a sensibilidade de Z. mobilis
ao Al-2. Paratanto, utilizaram, amostras de meio de cultura previamente utilizado para crescer células
de E. coli até a fase estacionaria como fonte deste sinalizador. Nesse sentido, 0 meio de cultura
utilizado para seu crescimento possui elevada concentracdo desse sinalizador, ja que E. coli é uma
bactéria capaz de produzir Al-2 (Surette, 1999; Delisa, 2001). De fato, quando aliquotas
provenientes desse meio foram inoculadas em culturas de Z. mobilis, verificou-se alteragdo nos niveis
de expressao de algumas proteinas, sendo que esse fendbmeno ndo se repetia quando as culturas de Z.
mobilis eram tratadas com meio proveniente de culturas de uma linhagem luxS- de E. coli, que é
incapaz de produzir Al-2. No entanto, a elevada complexidade dos meios de cultura utilizados nestes
experimentos torna dificil concluir com exatidao se era realmente o Al-2 a molécula responsavel pela
expressdo génica diferencial observada em Z. mobilis. Ao utilizar aliquotas de Al-2 sintético, livre de
eventuais contaminantes provenientes de meios de cultura complexos, 0s experimentos descritos
neste trabalho fornecem resultados muito mais conclusivos a respeito da sensibilidade de Z. mobilis
a este sinalizador, sobretudo ao demonstrar que Al-2 parece induzir (de maneira concentracao-
dependente) o estabelecimento de uma fase estacionaria prematura em culturas de Z. mobilis,
caracterizada a diminuicao no ritmo de crescimento das bactérias. Estes experimentos confirmam que
Z. mobilis é sensivel ao sinalizador Al-2, ainda que ndo seja capaz de sintetiza-lo, ja que ndo possui
os genes luxS e psf, necessarios para sua producdo (Duan et al., 2003). Tal fendbmeno ja foi observado
em outras bactérias incapazes de produzir Al-2, como Mycobacterium avium (Geier et al., 2008) e
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria filogeneticamente préxima a Z. mobilis, na qual verifica-se
inducdo na producdo de biofilme e de fatores de viruléncia em resposta a Al-2 (Li et al., 2015).

Curiosamente, no entanto, Al-2 ndo parece induzir aumento na producao absoluta de etanol
em culturas de Z. mobilis, contrariando os resultados originais obtidos por Yang (2011). De fato, estes
estudos sugeriam que culturas desta bactéria poderiam produzir etanol a concentracdes proximas a
16% (v/v), o que equivaleria a 120 g de etanol por litro, enquanto culturas ndo tratadas produziriam
apenas 85 g/L (11% v/v) de etanol. Embora estudos anteriores ja tenham demonstrado ser possivel
atingir tais valores de produgdo de etanol com culturas de Z. mobilis, crescidas em sistemas continuos,
ou em batelada (Carredn-Rodriguez et al, 2019), tais valores ndo poderiam ser alcangados nas
condicBes experimentais descritas por Yang (2011), ja que o meio RM (utilizado para crescer as

bactérias nestas analises) possui um maximo de 30 g/L em potenciais fontes de carbono (20 g/L de
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glicose e 10 g/L de extrato de levedura) (Yang et al., 2011). Estes resultados sugerem que 0 ensaio
de reducdo de cromato utilizado neste trabalho apresenta problemas relacionados a falta de
especificidade na deteccdo de etanol, sobretudo quando as amostras provém de um meio complexo,
como 0 meio RM.

Nesse sentido, 0s experimentos aqui descritos procuraram avaliar a producdo de etanol em
condicdes capazes de evitar tais problemas, utilizando um ensaio mais apropriado para a deteccédo de
etanol (Enzychrom™) e um meio de cultura minimo, desprovido de componentes complexos, com
potencial para interferir na deteccdo precisa deste alcool. Como esperado, estes ensaios resultaram
em mensuracOes de etanol que apresentaram valores cujas concentracdes eram compativeis com a
quantidade de glicose presente no meio MM (20 g/L), variando entre 4 e 6 g/L, apds 20 horas de
cultivo. Além disso, 0 uso de Al-2 sintético eliminou a presenca de metabdlitos desconhecidos,
provenientes do sobrenadante de culturas de E. coli, que poderiam interferir na resposta de Z. mobilis
a Al-2. Sob tais condi¢des, foi possivel verificar que, Al-2 leva a uma diminui¢do na expressao dos
genes que codificam as enzimas Pdc e Enolase, contrariando, mais uma vez, os resultados originais
obtidos por Yang (2011).

No entanto, a sub-regulacdo destes genes, verificada na presenca de Al-2 ndo parece resultar
em reducdo na producgdo absoluta de etanol, como mostrado na Figura 5. Estes resultados estdo em
acordo com observacdes anteriores, que destacam o funcionamento constitutivo da via ED em Z.
mobilis, por tratar-se da peca central do metabolismo energético desta bactéria, ja que representa a
Unica alternativa metabolica que as células tém a disposicédo para a producdo de ATP (Conway, 1992).
Recentemente, Tatli et al. (2019) analisaram o fosfoproteoma de Z. mobilis, identificando a existéncia
de fosforilagéo diferencial em diversas enzimas da via ED, mas experimentos adicionais ainda séo
necessarios para averiguar se estas fosforilagdes poderiam constituir um mecanismo de controle pds-
transcricional, capaz de modular o funcionamento da via ED nesta bactéria.

Assumindo-se, desta forma, que os genes envolvidos com a via ED e com a converséo de
piruvato a etanol apresentam funcionamento inalterado na presenca de Al-2, 0 aumento de
rendimento na producdo de etanol/célula poderia ser explicado por maior disponibilidade de glicose
para abastecer este processo, 0 que poderia ser garantido por um incremento no processo de captagao
e internalizagdo deste monossacarideo. Nesse sentido, os dados de transcriptoma obtidos pela Dr.?
Valquiria confirmam que as células tratadas com Al-2 apresentam aumento na expressao de duas
porinas especificas para carboidratos, localizadas na membrana externa das células (ZMO_RS00270

e ZMO_RS08390), bem como do principal transportador de glicose caracterizado nesta bactéria
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(ZMO_RS01265), uma permease pertencente a superfamilia MFS (Major Facillitator Superfamily),
localizado na membrana interna (Weisser et al., 1995)

6 — Conclusoes

Os experimentos conduzidos ao longo deste projeto confirmam, de maneira direta, que Z.
mobilis € sensivel ao indutor de QS Al-2, embora seja incapaz de produzir esta molécula. Porém, ao
contréario do que foi reportado por Yang et al. (2011), Al-2 ndo é capaz de promover aumento na
quantidade absoluta de etanol produzido por culturas desta bactéria, de forma que os resultados
prévios obtidos por estes autores derivam, provavelmente, de reacdes ndo-especificas inerentes ao
método de reducdo de cromato, utilizados por estes autores para quantificar etanol. No entanto, 0s
resultados aqui descritos indicam que Al-2 é capaz de aumentar o rendimento producdo de etanol em
Z. mobilis, j& que as células tratadas com Al-2 apresentam uma maior taxa de etanol produzido por
célula. Da mesma forma, nao foi possivel confirmar a existéncia de superexpressdo de genes da via
ED em Z. mobilis, quando esta bactéria € submetida a tratamento com Al-2. Dessa forma, os efeitos
verificados por estes autores derivam, provavelmente, da acdo de algum outro metabolito presente
nos meios de cultura de E. coli, utilizados nestes experimentos como fonte de Al-2. Portanto, 0s
resultados derivados do presente trabalho trazem profundas repercussdes, uma vez que comprometem
as bases experimentais que sustentam duas patentes internacionais, derivadas do trabalho de Yang
(2011).
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