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RESUMO

O faosforo (P) é um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, uma vez que é um
componente importante na formacao de membranas, adenosina trifosfato e acidos nucleicos. No entanto,
nem todo o fésforo presente nos solos esta disponivel para as plantas, pois elas absorvem apenas as suas
formas anidnicas soltveis, correspondendo a aproximadamente 0,1% do total. Embora a utilizagdo de
fertilizantes fosfatados aumente a produtividade das culturas, eles sdo extraidos de fontes ndo-renovaveis e
causam sérios problemas ambientais e ecologicos. As bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP) sdo consideradas uma alternativa promissora para este problema, ja que sdo capazes de aumentar a
disponibilidade de fdésforo para a absorcdo pelas plantas. Neste contexto, destacam-se as bactérias da
espécie Pantoea agglomerans, que ja foram relatadas como promotoras de crescimento de plantas e com
capacidade de solubilizacdo/mineralizacdo de nutrientes. A linhagem P. agglomerans 33.1 tem sido
amplamente estudada e tem mostrado grande potencial como promotora do crescimento, solubilizadora de
P, produtora de exopolissacarideos e biofilme. Em seu genoma, ja foram identificados genes relacionados
a mineralizacdo e solubilizacéo de fosfato como por exemplo 0 phoB e phoR, pertencentes ao Sistema Dois
Componentes (SDC). O SDC ¢ responsavel por regular a expressao de diversos outros genes atraves da
percepcdo de P ambiental, gerando sinalizacGes especificas a depender da sua disponibilidade no meio.
Assim, o presente projeto visa caracterizar o SDC PhoB/PhoR e sua participacdo na regulacdo de outros
genes relacionados a solubilizacdo, mineralizacdo, absorcdo e transporte de fosfatos por meio de nocaute
dos genes phoB e phoR por meio da técnica de CRISPR-Cas9. O entendimento da regulacdo de genes
relacionados a disponibilizacdo de P as plantas é de suma importancia para o desenvolvimento de

tecnologias e manejos mais sustentaveis referentes ao uso dos fertilizantes minerais.
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1. INTRODUCAO

A populacdo mundial, de acordo com a Revisdo de Perspectivas da Populagdo Mundial de 2019
elaborada pela Diviséo de Populagdo do Departamento de Assuntos Econdmicos e Sociais do Secretariado
das Nacgdes Unidas, deve atingir cerca de 10 bilhdes de pessoas em 2050 (UNDESA, 2019). Como
resultado, havera uma demanda significativamente maior por producdo agricola, especialmente de
alimentos, que deve aumentar em aproximadamente 100% e 110% até o mesmo ano (TILMAN et al., 2011;
ALEXANDRATOS & BRUINSMA, 2012). Para suprir esta demanda, existem duas principais estratégias:
intensificar a producdo nas areas que atualmente sdo destinadas a agricultura e/ou expandir para areas de
vegetacao nativa em detrimento da biodiversidade global (WITHERS et al., 2018).

Para intensificar a producao, espera-se que as regides tropicais desempenhem um papel significativo
na agricultura global (ALEXANDRATOS & BRUINSMA, 2012). No entanto, essas regides alocam
predominantemente solos altamente intemperizados e pobres em fosforo (P), que exigem alteragdes
quimicas substanciais para aumentar a produtividade das culturas (PALM et al., 2007). Com o aumento da
demanda por alimentos, a presséo para intensificar a produgéo agricola em solos pobres em nutrientes pode
ser ainda maior, o que pode levar a uma maior utilizacdo de fertilizantes fosfatados, e, consequentemente,
a uma maior interferéncia no ciclo natural do fésforo (P) e a possiveis desequilibrios ecoldgicos
(PANTANO et al., 2016).

O P é um macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas, pois participa de processos
vitais, como a formacdo de adenosina trifosfato (ATP), a composi¢do de membranas e acidos nucleicos
(MADRID-DELGADO et al., 2021). Segundo Jones & Oburger (2011), o P apresenta-se no solo de duas
formas: inorgéanica (Pi) e organica (Po). Cerca de 35-70% do total de P € representado pelo Pi, o qual é
altamente reativo e esta ligado a outros componentes minerais, tornando-se insoltvel. Por outro lado, o Po
corresponde a 30-65% do P do solo, podendo chegar em casos raros até 90% dependendo da quantidade
de matéria organica presente. O Po é encontrado no solo como fosfonatos, fosfatos de inositol, fosfolipidios
e acidos nucleicos (JONES & OBURGER, 2011).

Embora seja 0 11° elemento mais comum na Terra (SCHWEDT, 2001), apenas uma pequena fracéo

(0,1%) do fosforo presente no ambiente estd disponivel na forma soltvel (HPO4%, H.POy), e, portanto,



acessivel as plantas para absorgdo (ZOU et al., 1992; SHIN et al., 2004; REJMANKOVA et al., 2011). De
acordo com Noetzold et al. (2019), a fertilidade reduzida em alguns solos é resultado da geologia fisica
local, incluindo o material de origem e 0s processos de intemperismo, além de préaticas excessivas de
exploracdo. Alternativamente, os agricultores recorrem ao uso de compostos quimicos para aumentar a
produtividade de suas plantacbes (MACIEL & TUNES, 2021). Desde o surgimento dos fertilizantes NPK
(nitrogénio, fosforo e potassio) no século XIX, que substituiram os adubos orgénicos tradicionais, 0s
fertilizantes fosfatados tornaram-se cada vez mais populares. Eles séo fabricados a partir de diferentes tipos
de rochas e sua extracdo interfere no ciclo natural do fosforo, levando a liberacdo do elemento no ambiente
e causando desequilibrios ecologicos, incluindo a eutrofizacéo de rios e lagos (PANTANO et al., 2016).

O Brasil detém cerca de 25% de todas as areas fixadoras de fosforo (P) usadas na agricultura em
todo o mundo. Essa area corresponde a % de toda a diversidade de solos fixadores de P utilizados
globalmente, sendo capaz de produzir a maioria das principais culturas agricolas do mundo, como trigo,
milho, soja e cana-de-agucar (ROY etal., 2016). No entanto, o Brasil é altamente dependente da importacdo
de P, ja que as minas de rocha fosfatica do pais fornecem quantidades limitadas do composto devido a baixa
solubilidade do P presente na rocha ignea e aos altos custos de processamento (WITHERS et al., 2018).

Além disso, cerca de 60% dos fertilizantes inorganicos de P utilizados na agricultura brasileira sdo
importados (WITHERS et al., 2018). Essa dependéncia de importacfes aumenta a vulnerabilidade da
producdo agricola do pais, uma vez que os produtores ficam sujeitos as variag@es de preco dos fertilizantes
fosfatados. Ademais, o P esta classificado como um recurso natural ndo-renovavel, e, devido a sua crescente
utilizacao desenfreada pode vir ao esgotamento nas proximas décadas (CORDELL et al., 2009).

Nesse contexto, a fim de diminuir a aplicacéo de fertilizantes fosfatados no solo, existem diversos
estudos que trazem o uso de microrganismos com capacidade de mineralizagéo e solubilizacdo de fosfato
como uma alternativa ao uso de quimicos, como as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)
(SHARMA et al., 2013; GOSWAM I et al., 2016).

As BPCPs séo conhecidas como promotoras de crescimento vegetal, por conta da sua participacdo
na ciclagem de nutrientes, sintese de fitohormdnios, controle biolégico de eventuais patdgenos, e da

liberacdo de acido organico no solo (principalmente o acido glucdnico) que acarreta a solubilizacéo do P,



e uma vez solubilizado, o P fica disponivel para absor¢do vegetal (ZENG et al., 2015; SHAILENDRA et
al., 2015). J& o mecanismo de mineralizacdo ocorre por meio da conversdo de um fosfato organico em
inorganico, através da liberagéo de fosfatases (REJIMANKOVA et al., 2011; GOSWAMI et al., 2016).

As BPCPs, assim como as bacterias solubilizadoras de fosfato (PSB: Phosphate-solubilizing
bacteria) que também podem ser encontradas na rizosfera ou em tecidos vegetais (L1U et al., 2015; EMAMI
et al., 2020) sdo consideradas biofertilizantes potenciais para fornecer P para as plantas a partir de fontes
pouco disponiveis (ZAIDI et al., 2009). Dentre elas os géneros que mais se destacam como solubilizadores
de fosforo sdo Azotobacter, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia e Bacillus (BHATTACHARYYA & JHA, 2012) .

As bactérias do género Pantoea sdo Gram-negativas, cosmopolitas e ndo formadoras de esporos
(TAMBONG, 2019), sendo encontradas tanto em ambiente aquético, terrestre, e em associacbes com
plantas e animais (MOSSO et al., 1994; DUTTA et al., 2014). Pertencem a familia das Enterobacteriaceae,
e inicialmente foram subdivididas em diversos grupos, como Enterobacter, Pseudomonas e Erwinia, mas,
com avangos da biologia molecular, foram agrupadas no género Pantoea, no entanto, sua sistematica e
filogenia ainda permanecem em discussdo (WALTERSON & STAVRINIDES, 2015; TAMBONG, 2019).
Vérias linhagens do género Pantoea possuem relacdo direta com a solubilizacdo de P e a promocédo de
crescimento em plantas, sendo um género de grande interesse agroeconémico (CHAKDAR et al., 2018;
SUMAN et al., 2020), dentre elas destaca-se espécie P. agglomerans.

P. agglomerans, anteriormente identificada como Enterobacter agglomerans e Erwinia herbicola,
pode ser encontrada em estudo de promocéo de crescimento de plantas e estdo associadas a rizosfera ou
tecidas vegetais (LORENZI et al., 2022a). E uma espécie particularmente de grande interesse comercial
para a producdo de biofertilizantes, pois ja foi relatada como mineralizadora de P, solubilizadora de potassio
(K) e P, fixadora de nitrogénio (N), produtora de siderdforo e de acido indolacético (AlA) (QUECINE et
al., 2012; LORENZI et al., 2022a).

Além disso, Saaudoli et al. (2021) demostraram que P. agglomerans tem efeito interativo na
comunidade microbiana do solo e na disponibilidade de P. Inicialmente, os autores caracterizaram in vitro

a atividade de solubilizacdo de Caz(PO)4 por P. agglomerans V8R67, e detectaram por PCR a presenga de



genes envolvidos na expressao do acido glucdnico (conhecido previamente como solubilizadores de P). Em
casa de vegetacdo, foi avaliada a curva de crescimento bacteriano apds um indculo de P. agglomerans
V8R67 em um solo rico em fosfato tricalcico, e observando um aumento na producdo de acido gluconico,
confirmando resultados prévios de que o pH abaixa e gera a solubilizacdo do P. Os autores também
observaram que ha diversifica¢cdo na comunidade bacteriana do solo controle e do que recebeu o in6culo,
visto que este Ultimo apresentou uma maior quantidade de representantes de outras PSBs, como Bacillus e
Clostridia. Quecine et al. (2012), estudou os mecanismos de promocao de crescimento da P. agglomerans
33.1 em cana-de-acgucar e a sua respectiva colonizacao pelo endéfito através de gene-reporter.

Visando estudar os aspectos moleculares envolvidos nos mecanismos de promocao de crescimento,
a linhagem P. agglomerans 33.1 foi sequenciada e esta disponivel no NCBI a partir do acesso
ASM2014976v1. A partir deste genoma foram identificados genes relacionados ao P e a promocao do
crescimento vegetal. Ainda pela analise deste genoma, foi possivel observar a presenca de operon
PhoB/PhoR, previamente descrito na literatura como um mecanismo responsavel pela resposta a falta de P
disponivel no solo. Este mecanismo composto principalmente por estas duas proteinas é denominado de
sistema de dois componentes (SDC), sendo responsavel por ativar e desativar inimeros genes envolvidos
na resposta direta e indireta da célula sob falta de fésforo, e, pouco ainda entendido em potenciais
bioinoculantes a nivel genético. Assim, pretende-se compreender de forma inédita como ocorre a regulagédo
dos genes de P em P. agglomerans 33.1 mediado pelo SDC PhoB/PhoR por meio de edi¢do génica CRISPR-
Cas9 e quais suas respostas frente a disponibilidade do nutriente, analisando sua expressao em diferentes

estimulos.

2. JUSTIFICATIVA

Dada a previsdo de aumento populacional nos proximos anos, € imprescindivel que a producéo
agricola se intensifique para atender as futuras demandas por alimento e energia. Objetivando uma
alternativa sustentavel, o uso de BPCPs tornou-se uma alternativa a ser incluida no ciclo de producéo para
aumentar a produtividade sem precisar expandir para areas de vegetacdo nativa e sem uso intensivo de

fertilizantes quimicos. Muitas destas bactérias sdo capazes de solubilizar P, disponibilizando esse nutriente



para as plantas que anteriormente estava em uma forma quimica ndo assimilavel pelas raizes Assim, €
imprescindivel o entendimento a nivel molecular da resposta de potenciais bioinoculantes ao P exdgeno.

Dentre as BPCPs, destaca-se 0 género Pantoea com atividade conhecida de solubilizagéo de P. Dentro
deste género podemos destacar a linhagem P. agglomerans 33.1, uma bactéria isolada de Eucalyptus
grandis (PROCOPIO et al., 2009; QUECINE et al., 2012). Esta bactéria apresenta varios mecanismos de
promocdo de crescimento, dentre eles a solubilizacdo e mineralizacdo de fosfato, potassio, fixacdo de
nitrogénio e producéo de fitohorménios (QUECINE et al., 2012; LORENZI et al., 20223).

Estudos genéticos em bioinoculantes devem ser realizados visando o melhor entendimento dos
mesmos bem como para otimizar a sua aplicabilidade. Nos ultimos anos, houve um rapido desenvolvimento
de estratégias de edicdo de genoma visando estudo genéticos. Nesse sentido, o sistema CRISPR-Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) tem sido amplamente utilizado como uma
poderosa ferramenta de edicdo de genomas com intuito de estudar fungdes de genes e geracdo de produtos
biotecnoldgicos com alta especificidade e eficiéncia e tecnicamente mais simples e pratica quando
comparada aquelas baseadas em nucleases “dedo de zinco” (ZFNs) e nucleases efetores fusionadas a
ativadores de transcri¢cdo (TALEN) (CONG et al., 2013; JINEK et al., 2012; MALI et al., 2013). A técnica
de CRISPR-Cas9 permite realizar o nocaute génico com o intuito de entender o funcionamento de
determinados genes. Esta forma de estudo de funcionalidade é conhecida como genética reversa.

Baseado no que foi apresentado previamente, o presente projeto visa o entendimento do papel das
proteinas PhoB e PhoR na disponibilizacdo de P pela linhagem 33.1, por meio de nocaute génico utilizando
0 sistema CRISPR-Cas9, justificado pela relevancia do fosforo na agricultura como macronutriente

essencial para as plantas e pela atual dependéncia de importacdo deste elemento.

3. OBJETIVOS
O objetivo geral deste projeto é investigar o Sistema de Dois Componentes PhoB/PhoR, presente na
linhagem 33.1 e sua participacdo na resposta de deficiéncia de fosforo. Para isso, serdo alcancados 0s

seguintes objetivos especificos:



- Realizar o nocaute dos genes phoR e phoB;
- Avaliar a capacidade das linhagens nocauteadas em solubilizar diferentes concentragdes de fosfato
soluvel;
- Analisar a expressdo génica e o perfil metabdlico em resposta a diferentes concentragcfes de fosfato
soluvel nas linhagens wt, AphoR e AphoB;
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Nocaute génico de phoB e phoR da linhagem 33.1
4.1.1 Linhagens bacterianas, DNA gendmico, plasmideos e condi¢des de cultivo

Neste estudo, serdo utilizadas as linhagens Escherichia coli (DH5a) e Pantoea agglomerans 33.1.
Para obter coldnias isoladas, elas seréo cultivadas a partir de estoques mantidos a -80°C, em meio de cultura
Luria Bertani (LB) (SAMBROOK et al., 2001) a 37°C e 28°C, respectivamente. Plasmideos e DNA
gendmico serdo extraidos usando os kits Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen) e DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen), respectivamente.

O sistema de plasmideos duplos sera utilizado para aplicar a técnica CRISPR-Cas9 com o objetivo
de direcionar a Cas9 e 0 sgRNA para o gene phoR/phoB da linhagem 33.1. Para isso, os plasmideos pCas
e pTargetF serdo utilizados para separar a Cas9 e o0 SgRNA, respectivamente, conforme Jiang et al (2015).

Para realizar o nocaute génico, serdo empregados dois plasmideos. O primeiro deles € o pCas, que
contém a sequéncia que codifica a enzima Cas9 de Streptococcus pyogenes (MGAS5005), juntamente com
seu promotor nativo Pcas, o gene KanR para resisténcia a canamicina, o replicon de sensibilidade a
temperatura (Temperature-sensitive, Ts) repAl0l, ambos provenientes do plasmideo pKD46 para
autodepuragdo, o gene A-Red para recombinacdo homologa do cassete de DNA doador, sob o controle do
promotor Parab (induzido por L-arabinose) e um sgRNA com uma sequéncia N2o alvo no replicon pMB1 do
plasmideo pTargetF (sgRNA-pMB1) sob o controle de um promotor induzido por IPTG, P (JIANG et al.,
2015). Ja o segundo plasmideo, o pTargetF, carrega sequéncias do sgRNA (tracrRNA:crRNA), regulado
pelo promotor pJ23119, o0 gene aadA para resisténcia a espectinomicina, pMB1 e multiplos sitios de

restricdo (JIANG et al., 2015).



4.1.2 Transformacao da linhagem 33.1 com o plasmideo pCas

Culturas eletrocompetentes da linhagem 33.1 serdo obtidas a partir da inoculagcdo de uma colbnia
bacteriana em 5 mL de meio LB liquido, incubados a 28°C por 18 horas, sob agitacdo (250 rpm). Apo6s o
crescimento, 1 mL da cultura seré transferido para 50 mL de meio LB liquido e incubados a 28°C e 180
rpm até atingir a densidade optica (DOsoonm) de 0,7 medida em espectrofotdmetro (Ultrospec 3000
Amersham Pharmacia Biotech).

Em seguida, a cultura seré centrifugada a 3.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante sera
descartado e o precipitado ressuspenso em &gua deionizada esterilizada, e novamente centrifugado.
Posteriormente o sobrenadante sera descartado e o precipitado bacteriano ressuspenso em glicerol 10% e
centrifugado. O sobrenadante ser4 mais uma vez descartado. Finalmente, o precipitado sera ressuspenso
em glicerol 10% (DOsoonm = 0,15) para dilui¢cdo de 500X e distribuido em aliquotas de 100 mL estocadas
a -80°C.

O plasmidio pCas (100ng) sera adicionado a 100 mL da cultura eletrocompetente e introduzidos por
eletroporagdo (Gene Pulser, BioRad - 2,5 kV, 25uF, 200 W, cubetas de 0,2 cm). As células eletroporadas
serdo semeadas e incubadas por 18 horas a 28°C em meio sélido LB adicionado de Canamicina. As col6nias
obtidas serdo contadas para determinacéo da eficiéncia de transformacdo (nimero de transformante por pug
de DNA) e os clones resistentes a canamicina serdo estocados a -80°C.

4.1.3 Obtencéo e selecéo de sequéncias N2o para o0 sgRNA

As sequéncias N2o que compdem o sgRNA nos plasmideos pTarget serdo construidas com base na
sequéncia dos genes phoR e phoB e direcionadas para um alvo no referido gene, no genoma da linhagem
33.1, flanqueado por uma sequéncia PAM (JIANG et al., 2015). Para gerar as sequéncias N2o com base no
gene phoR e phoB e identificagdo dos potenciais “off-target sites” serdo utilizadas as ferramentas CRISPR
RGEN Tools Cas-OFFinder vers. 2.4 (http://www.rgenome.net/cas-offinder/) (BAE et al., 2014),
CRISPOR vers. 4.2 (http://tefor.net/crisporDev/crisporBeta/crispor.py) (HAEUSSLER et al., 2016)
utilizando o genoma da P. agglomerans 33.1 (ASM2014976v1) como referéncia.

A selecdo das sequéncias obtidas nas plataformas para montagem do sgRNA sera realizada com

base nos seguintes critérios estabelecidos pelas proprias plataformas: conteudo GC proximo a 40% ou



superior, escore de especificidade mais préximo de 100%, escore de out-off-frames > 50% e baixo numero

de sitios off-targets.

4.1.4 Construcéao dos plasmideos da série pTargetrnor € pTargetrnos

Os plasmideos pTargetphor € pTargetphos Serdo construidos a partir do plasmideo pTargetF e
possuirdo a sequéncia de sgRNA, o promotor pJ23119, a sequéncia Nz alvo no gene phoR e phoB
respectivamente, o gene aadA resistente a espectinomicina, o replicon pMB1 e multiplos sitios de restri¢éo
(JIANG et al., 2015).

Para tanto, o pTargetF sera digerido com as enzimas BamH1 e EcoR1 (NEB) em uma reacdo double
digest de acordo com as especificacdes do fabricante.

Em seguida, sera realizada a eletroforese do produto da digestdo em gel de agarose a 1,2%, corado
com SYBR®green (Sigma-Aldrich), e a banda de maior comprimento visualizada no gel sera recortada e o
DNA purificado usando Illustra™GFX™PCR DNA and Gel Band Purification Kit, para posteriormente
ser usado como vetor para a clonagem do sgRNA.

Os insertos para construcdo do pTarget serdo produzidos a partir da sintese de oligos com terminacéo
5’ coesiva com BamH1 e o terminal 3’ coesiva com EcoR1, ambos contendo a sequéncia do promotor
pJ23119, o sgRNA (fusdo do trcrRNA:crRNA), e 0 N2o alvo no gene phoR e phoB no genoma de P.
agglomerans 33.1. Esses insertos serdo diluidos em tampédo TE (1M de Tris HCI pH 8.0 e 0,5M de EDTA
pH 8.0) em aliquotas de 100 uM,

A reacdo de fosforilacdo dos insertos sera realizada com T4 plonucleotide Kinase (PNK) (NEB) em
uma reagdo contendo 2uM de cada oligo; 1x do tamp&o T4 ligase Buffer (NEB) e 200 U mL™ da enzima
T4 PNK em um volume total de 50uL. Em seguida, a reagéo serd incubada em termobloco a 37°C por 30
minutos. Apos este periodo, serdo adicionados 2,5 pL de solugdo de NaCl 1M a reacédo de fosforilagéo e
novamente incubado a 95°C por 6 minutos para anelamento dos oligos. Posteriormente, as reacdes seréo
resfriadas & temperatura ambiente e purificadas com Illlustra™GFX™PCR DNA and Gel Band Purification

Kit e diluidas em H20 deionizada estéril.



A ligacdo dos insertos ao vetor seré realizada por meio de reagdo de ligacdo contendo 1x do DNA
Ligase Buffer (Invitrogen®); vetor e inserto em uma relagdo molar de 5:1; 0,005 Ml da enzima T4 DNA
Ligase (Invitrogen®) para um volume final de 20 pL e entdo sera incubada overnight a 16°C. Apos este
periodo, 10 pL da reacdo serdo utilizadas para eletroporacdo em células eletrocompetentes de E. coli
(DH5a), sendo recuperadas por 1 hora de crescimento em agitador orbital (180 rpm). Apds o crescimento,
aliquotas de 100 pL das células recuperadas serdo espalhadas em placas de Petri contendo meio LB-agar
acrescido de antibidtico espectinomicina (90 pug mL™).
4.1.5. Construcao e montagem do cassete de DNA doador

A construcdo do DNA doador que servird como molde para a recombinacdo homoéloga seré realizada
com dois moldes de fragmentos das sequéncias upstream e downstream presentes na regido dos genes phoR
e phoB. Estas sequéncias ja foram obtidas a partir do genoma. Na primeira PCR, as regifes upstream e

downstream serdo amplificadas, separadamente, utilizando sequéncias dos primers modificados.

4.1.6. Nocaute do gene phoR e phoB com a técnica de CRISPR-Cas9

A linhagem 33.1-pCas sera crescida em meio LB contendo antibi6tico sulfato de canamicina 100
ug mL e de L-arabinose (concentragdo final de 10 mM) para inducao dos genes do complexo A, facilitando
a recombinacdo do cassete doador. A partir de entdo, células eletrocompetentes da linhagem 33.1-pCas,
serdo transformadas com 300 ng de pTargetphor € pTargetphos carregando 0 SgRNA com o N2g alvo no gene
phoR e phoB, que sera eletroporado junto com 600 ng do cassete dos DNAs doadores (dsDNA ~ 900 pb).
A eletroporacdo sera realizada seguindo o mesmo procedimento descrito em 4.1.2.
Ap0s a eletroporacéo, as células serdo inoculadas em meio LB-agar contendo canamicina (100 ug mL™) e
espectinomicina (500 ug mL™), com o sem a adi¢do de L-arabiose (10 mM) e em seguida incubadas
overnight a 28°c. Apo0s o crescimento, as colonias isoladas dos transformantes, serdo crescidas em 10 mL
de LB por 24 horas a 28°C em agitador orbital (180 rpm).

Os amplicons serdo verificados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, e posteriormente, as bandas

serdo excisadas do gel, purificadas e enviadas para sequenciamento. A confirmacgdo dos mutantes seré feita



alinhando com as sequéncias obtidas dos amplicons a sequéncia do cassete doador e dos genes phoR e phoB
da linhagem 33.1, pelo método Multiple Sequence Alignment (MSA).
4.2. Verificagdo da habilidade dos mutantes phoR e phoB de solubilizagdo em diferentes
concentracdes de fosfato soltvel

Para avaliar a capacidade de solubilizacdo de P, as linhagens 33.1 wt, AphoR e AphoB seréo
inoculadas em diferentes concentracdes de P soltvel utilizando o meio de agar e fosfato simples (SP) (10 ¢
de glicose, 0,6 g (NH4)2S04, 0,4 g de KCl e 5 g de Ca3(POs)2, 1 L de &gua destilada, meio solidificado com
agar a 1,5%) com fosfato de célcio como fonte Unica de fosfato insoluvel. A solu¢éo de K:HPO4 (100 mmol
L) serd usada em seis concentracdes diferentes no meio (0, 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 20,0 mmol L™).
Primeiramente, o indculo seré crescido em meio LB liquido, depois 1 mL (10%) do indculo sera centrifugado
e lavado trés vezes com solucdo salina. As células bacterianas serdo ressuspendidas em 1 ml de solucdo
salina e 10 pL de suspensdo bacteriana sera pipetada no centro da placa de Petri contendo meio SP. A
formacéo de halo sera observada ap6s cinco dias. Cada tratamento sera feito em triplicata. A capacidade de
solubilizacéo de fosfato ser& determinada pela razéo entre o didmetro da zona clara e o didametro da colénia

(ZENG etal., 2017).

4.3. Analise da expressao génica em resposta a diferentes concentracées de fosfato soltvel
4.3.1. Curva de crescimento

Para detectar o nivel de expressao génica as linhagens wt, AphoR e AphoB serdo cultivadas em meio
liquido SP contendo diferentes niveis de P soltvel, conforme o item 4.2. Os inoculados seré&o cultivados a
28°C a 180 rpm. Periodicamente, serdo retirados 1 mL de amostra para mensurar a ODgoo Nm.
4.3.2. Extragdo de RNA

Para de extragdo de RNA, 500 ul de RNA protect Bacteria Reagent (Qiagen, USA) serdo adicionados
a 250ul das suspensdes bacterianas, e imediatamente vortexadas por 5 segundos, incubadas a temperatura
ambiente por 5 minutos, centrifugadas a 5000 g por 15 minutos e o pellet bacteriano armazenado a -80°C.
O RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, USA) sera adaptado para o uso em bactérias, e testado em concentracfes

estimadas de 10° e 10° de células. Os pellets serdo ressuspendidos em TE suplementado com 1 g.L ™! de



lisozima por 5 minutos em temperatura ambiente. A partir deste processo as instrugdes do fabricante seréo
seguidas e 0 método de homogeneizagdo empregado sera: vortex por 1 minuto para até 10° células e o uso
do QlAshredder (Qiagem, USA) para as amostras com 10° células. A concentracdo do RNA obtido sera
analisada pelo espectrofotdmetro NuDrop UVS-99 (Avans, Taiwan), e a integridade do RNA avaliada em
gel de agarose 1%.
4.3.3. Sintese de cDNA

Seré utilizado o RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) de acordo com
as instrugdes do fabricante, incubando 11uL da amostra do RNA e 1 uL dos hexameros a 65°C por 5
minutos, seguido da adigao dos demais reagentes do kit e incubacéo a 25°C por 5 minutos, seguido de 60
minutos a 42°C e 5 minutos a 70°C.
4.3.4.RT-gPCR

As reagdes serdo preparadas com 12,5 ul de Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG, 9,5 ul
agua ultrapura tratada com DEPC, 1 ul cDNA (1* fita) e 1 pul de cada par de primer 10mM. As amostras
serdo feitas em triplicata e em trés diluicdes de 0,5, 101 e 10”2 para a normalizacio e o calculo da eficiéncia
do primer, respectivamente. Serdo utilizados controles para a padronizacdo de cada reacdo quanto a pureza
da amostra. A andlise sera realizada no aparelho 1Q™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio
Rad). As condigdes da PCR serdo: 95°C, 15 minutos; e 95°C, 20 segundos, 55°C a 60°C dependendo do
primer, 30 segundos, 72°C, 30s por 45 ciclos; seguidos de 95°C, 30 segundos e 60°C, 18 minutos. A
eficiéncia das reacdes sera analisada atraves do programa LinRegPCR 11.0 (RUNJTER et al., 2009). A
andlise dos resultados sera realizada utilizando a metodologia proposta por Pfaffl et al. (2002) por meio dos
genes endogenos pyrG, recA e rpoB ja validados para a linhagem 33.1
4.4 Metaboldmica das linhagens em diferentes concentrac6es de P soltvel

Para andlise do metaboloma, as linhagens linhagens 33.1 wt, AphoR e AphoB crescidas em meio

SP liquidos com duas concentracdes de P soltvel, uma alta e uma baixa, definidas no item 4.2. Em seguida,
serdo coletados 1mL da suspensdo bacteriana em trés tempos (3h, 06h e 24h), que serdo secados por
liofilizagdo. O residuo da secagem residuo da secagem sera diluido com 500ul de uma solugdo de extracao

contendo metanol, cloroférmio e agua ultrapura (3:1:1) e homogeneizadas sob agitacéo continua em vortex



por aproximadamente 1 min. Posteriormente, as amostras serdo novamente liofilizadas para secagem total
da solucdo de extracdo e encaminhadas para etapa de derivatizacao.

Para a derivatizacdo foi adicionado 30 uL de metoxiamina (15 mg mL-1) em piridina, agitadas por
1 min e em seguida mantidas em repouso por 16 h a temperatura ambiente no escuro. A sililacdo serd
realizada com a adi¢do de 30 uLL de MSTFA (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida) com 1% de TMCS
(trimetilclorosilano). As amostras serdo mantidas em repouso por 1 h, também no escuro. Posteriormente,
serdo adicionados 30 pL de Heptano. Nesta etapa, serdo utilizadas uma série de alcanos (C12 — C40) que
possibilitara o célculo dos indices de retencéo.
As amostras serdo automaticamente injetadas no modo splitless em um cromatégrafo gasoso, com uma
coluna de silica fundida especifica. As condi¢fes de temperatura de injecdo e corrida séo estabelecidas,
seguidas pela introducdo dos dados no equipamento GC-TOFMS. Os parametros do equipamento serdo
definidos posteriormente. O processamento dos dados de GC-MS serd realizado utilizando o ChromaTOF
for BT, incluindo correcdes de linha de base, deconvolucdo, obtengéo do indice de retencdo e corre¢do do

tempo de retencéo, além da identificacdo de metabdlitos com a biblioteca do NIST.

5. CRONOGRAMA

Atividades 1 22 13 |4 5 6°
mes mes mes mes mes mes

Revisdo de literatura X X X X X X

Nocaute génico de P. agglomerans 33.1 X X

Caracterizar a atividade fisiolégica de solubilizagéo de P por X X

AphoR e AphoB

Analise da expressdo génica por RT-gPCR X X | X

Analise Metabolémica X X

Escrita do TCC X X

Apresentacdo do TCC X
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