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Resumo

PAGGI, T. F. P. Mutagoes PHO-constitutivas em FEscherichia coli:
frequéncia e competicdo em meio seletivo nao-estruturado. 2024. [60f.

Dissertagao (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2024.

Fésforo é um elemento essencial para a vida de todos os seres vivos, incluindo
as bactérias. A bactéria FEscherichia coli contém o regulon PHO, que controla a
expressao de diversos genes necessarios para a captagao de fosfato (Pi) do ambiente.
Esses genes sao expressos apenas quando o Pi do meio é limitante. O processo de
percepcao de Pi e controle dos genes do regulon PHO ¢é regulado pelo sistema de
dois componentes PhoB-PhoR junto com o transportador de fosfato PstSCAB e a
proteina PhoU. Mutagdes nulas em PstSCAB ou em PhoU causam a constitutividade
dos genes do regulon PHO. Esses mutantes, conhecidos como PHO-constitutivos
podem ser isolados em meio de cultura contendo a molécula glicerol-2-fosfato (G2P)
como unica fonte de carbono. Isto ocorre porque estes mutantes expressam altas
concentracoes da proteina periplasmatica fosfatase alcalina, pertencente ao regulon
PHO, que é entao capaz de hidrolisar quantidades suficientes de G2P possibilitando
a liberagao de glicerol que pode ser utilizado pela bactéria como fonte de carbono.
Porém, boa parte do glicerol formado escapa o periplasma e é direcionado para as
bactérias selvagens vizinhas, gerando uma competicao entre bactérias mutantes e
selvagens, resultando em um cenario onde nem a selvagem, nem o mutante conseguem
crescer por falta de carbono. Os experimentos presentes neste trabalho tém como
objetivo estudar a competicao gerada em meio de cultura liquido contendo G2P
como unica fonte de carbono, tanto em quimiostato quanto em culturas em batelada,
o efeito da temperatura no surgimento de mutantes PHO-constitutivos e o efeito da

proteina ClpP sobre a frequéncia de mutantes PHO-constitutivos.

Palavras-chave: FEscherichia coli. Regulon PHO. Fosfato. Quimiostato. Glicerol-2-

fosfato.






Abstract

PAGGI, T. F. P. PHO-constitutive mutations in Escherichia coli:
Frequency and competition in seletive non-structured medium. 2024. [60p.
Masters thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

Phosphorous is an essential element for all living beings, including bacteria. The
bacteria Fscherichia coli carries the PHO regulon, which controls the expression of
most genes required to take up phosphate (Pi) from the environment. These genes
are expressed when phosphorous is limiting. Pi sensing and PHO genes expression
are regulated by the two-component system PhoB-PhoR, by the PstSCAB phosphate
transporter and the PhoU protein. Null mutations in PstSCAB or PhoU result the
constitutive expression of the PHO regulon genes. PHO-constitutive mutants can
be selected in media containing glycerol-2-phosphate (G2P) as a sole carbon source.
The mechanism of selection is based on the fact that these mutants express high
concentrations of the periplasmatic protein alkaline phosphatase, a member of PHO
regulon, which hydrolyses sufficient amounts of G2P enabling the release of glycerol
that can be utilized as a carbon source. However, a large amount of glycerol leaks
out and is captured by the neighbouring wild type bacteria, creating a competition
between them, and leading to a scenario where neither the mutant nor the wild
type are able to grow due to the lack of carbon. This study aims to analyse the
competition between PHO-constitutive mutants and wild-type cells in liquid medium
containing G2P as a sole carbon source, both in chemostat and in batch cultures,
the effect of temperature on the emergence of PHO-constitutive mutants and the

effect of the ClpP protein on the frequency of PHO-constitutive mutants.

Keywords: FEscherichia coli. PHO regulon. Phosphate. Chemostat. Glycerol-2-
phosphate.
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1 Introducao

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, com formato de bastao, perten-
cente a familia Enterobacteriaceae dentro da classe Gammaproteobacteria (JANG
et al. 2017). E um dos organismos-modelo mais bem estudados e caracterizados,
sendo encontrada no intestino de humanos e de outros vertebrados, como parte da
microbiota natural de seu hospedeiro, vivendo de forma comensal. A maioria das
de cepas de E. coli ndo causa nenhum dano ao seu hospedeiro, mas algumas sao
capazes de causar doencas intestinais e extraintestinais (MADIGAN et al.l 2016;
TENAILLON et al., 2010; | GOMES et al., [2016)).

Embora E. coli seja conhecida por estar presente no intestino de seus hospedeiros,
sendo inclusive utilizada como indicador fecal, alguns estudos mostram que esta
bactéria também é capaz de sobreviver no ambiente por longos periodos de tempo,
podendo ser encontrada no solo, areia e dgua (SOMORIN et al., [2016; ISHII et al.|
2006)), o que coloca em duvida a sua utilizacdo como indicador de contaminacao por
fezes no ambiente, ja que seria dificil determinar se a ela estaria presente naquele
ambiente por um curto periodo de tempo ou se foi capaz de permanecer e se reproduzir

por longos periodos nessas condi¢bes (BRENNAN et al| 2010; JANG et al., [2017)).

E. coli tem uma grande capacidade de sobreviver em condigoes adversas, como
ambientes com baixa concentragao de nutrientes, utilizando estratégias distintas
para se adaptar rapidamente e sobreviver ao novo meio (CHEKABARB et al.| 2013}
ORRUNO; KABERDIN; ARANA, 2017). Ela carrega diversos genes, que em
condigoes 6timas nao sao ativamente reprimidos, mas quando o ambiente possui
baixa concentragao de nutrientes, proteinas de ligagdo de alta afinidade e diferentes
vias metabodlicas sao desreprimidas. Um exemplo dessa regulacao ocorre durante a
escassez de Pino meio, condicao essa que desreprime a expressao de genes responsaveis
pela captacgao deste nutriente. Outro exemplo seria por meio da utilizacao de fatores
sigma alternativos, como no caso de RpoS, que em condigoes de estresse, como
caréncia de nutrientes, altas temperaturas ou baixo pH, direciona a transcricao
para determinados conjuntos de genes que ajudarao a sobrevivéncia da célula em
condigbes adversas (ELSAS et al., [2011)). Outra maneira de adaptacao em diferentes
ambientes é através de mutagoes em sequéncias regulatérias, ou pela aquisicao de

genes funcionais através da transferéncia horizontal de genes (ZHI et al., 2016]).
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1.1 Captacao de Pi e regulacao dos genes envolvidos

Fésforo (P) é um macronutriente requerido por todas as células para a produgao
de acidos nucleicos, fosfolipidios, armazenamento de energia na forma de ATP e
muitas outras moléculas de importancia biolégica. Na natureza, é encontrado na
forma de fosfatos orgénicos e inorganicos. A maioria dos micro-organismos utiliza
fosfato inorganico (Pi ou PO4*") como principal fonte de fésforo também podendo
utilizar organofosfatos e fosfonatos (MADIGAN et al., 2010)).

A bactéria FEscherichia coli habita ambientes com concentragoes variadas de
fosforo, alguns contém excesso de Pi e muitos outros com baixa concentracao deste
nutriente. Dada a importancia do Pi para o crescimento bacteriano, E. coli possui
mais de um mecanismo de captacao deste nutriente. O transporte de Pi pode ser
realizado através do sistema Pit, expresso constitutivamente que transporta fons
metélicos como Mg®t em conjunto com Pi (JACKSON et al., [2008), ou pelo sistema
Pst, que possui alta afinidade por Pi. Quando a concentracao de Pi é baixa, o trans-
porte é realizado majoritariamente através do sistema Pst. Este é um transportador
do tipo ABC (ATP-binding cassete), formado por cinco proteinas diferentes e codifi-
cado por um operon de mesmo nome (WANNER] [1993; ROSENBERG; GERDES;
CHEGWIDDEN| 1977)).

O sistema Pst é codificado pelos genes pstS, pstC, pstA e pstB e phoU. PstS é uma
proteina de ligacao ao fosfato localizada no espaco periplasmatico, as proteinas PstA
e PstC formam o canal transmembrana do sistema de transporte de Pi, a proteina
PstB energiza o transporte por meio de consumo de ATP e a proteina PhoU, que nao
participa do transporte, mas esta envolvida na transducgao de sinal e aparentemente
interage com as proteinas PstB e PhoR (VUPPADA et al., [2018; BRAIBANT et al.,
1996).

A expressao dos genes de pst é controlada pelo regulon PHO. A ativac¢ao do regulon
PHO acontece em resposta a uma concentracao menor que 4 yM no periplasma.
Quando isto acontece o sistema de dois componentes PhoB-PhoR, onde PhoR ¢ a
quinase sensora e PhoB é a proteina reguladora de resposta, que se liga na regiao
promotora dos genes do regulon PHO. A proteina PhoR atua tanto como ativadora
(funcdo quinase) e como repressora de PhoB (funcao fosfatase), de acordo com
a concentragao de Pi no meio (CARMANY; HOLLINGSWORTH; MCCLEARY]|,
2003). Uma vez fosforilada, PhoB fosforilada se liga a regides promotoras especificas
dos genes do regulon PHO, conhecidas como PHO-boxes, recrutando assim a RNA
polimerase e ativando a expressao dos genes de PHO.

O sistema Pst também atua na repressao do regulon PHO em condigoes de

excesso de Pi no meio extracelular, ou seja, uma concentracao maior do que 4 pM.
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Nestas condicoes o sistema Pst ativa a func¢ao fosfatase de PhoR, que desfosforila
PhoB, cessando a transcricao dos genes do regulon PHO. Mutac¢oes em qualquer
um dos cinco genes do operon pst ou algumas mutagoes em phoR resultam na
constitutividade do regulon, independentemente da concentracao extracelular de Pi.
Estes mutantes sdo conhecidos como mutantes PHO-constitutivos (MPC) (NEVES
et all 2015; SPIRA et al., 2010).

saBRegeses Y —— S99 0990S 000 DSPERRDBEIRBOD

Periplasma

Citoplasma

PHO-box

Figura 1 — Principais proteinas envolvidas na captacao de fosfato e regula-
¢ao da transcrigao dos genes do regulon PHO de Escherichia
coli. PhoE é a porina responsavel por permitir a entrada de compostos
fosfatados e fosfato no periplasma. FA, fosfatase alcalina. PstS é a
proteina periplasmatica que se liga ao fosfato levando-o para o canal de
transporte formado por PstC e PstA. PstB é uma ATPase que fornece
energia para o transporte de Pi. PhoR, quinase sensora e PhoB, proteina
reguladora de resposta, formam o sistema de dois componentes respon-
savel por pela ativagao do regulon PHO. Figura criada com auxilio do
website BioRender.com.
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1.2 G2P e os mutantes PHO-constitutivos

Glicerol-2-fosfato (G2P) é uma molécula que poderia servir, em principio, como
fonte de fésforo e de carbono para E. coli. Entretanto, F. coli nao é capaz de crescer
com G2P como unica fonte de carbono. Isto ocorre, porque, para ser incorporado
pela bactéria, G2P tem que ser primeiro clivado no periplasma, originando glicerol
suficiente para a bactéria poder utiliza-lo como fonte de carbono e energia. Porém,
o excesso de Pi no meio reprime a expressao da fosfatase alcalina (FA), que é a
enzima responsavel pela clivagem de G2P, originando glicerol+fosfato. Uma vez
que a expressao de FA se encontra reprimida pelo excesso de Pi, ha uma forte
pressao seletiva sobre o operon pst, de forma que sejam selecionados mutantes que

desreprimam o regulon PHO, e expressem quantidades suficientes de FA.
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Figura 2 — Colonias de mutantes PHO-constitutivos de Escherichia coli em
placa contendo G2P como tnica fonte de carbono e o substrato
cromogénico da FA, X-P.

Conforme mencionado, mutagoes no operon pst, resultam na expressao constitutiva
da FA, permitindo o crescimento da bactéria com G2P como fonte de carbono
(TORRIANI; ROTHMAN] [1961). Célculos da taxa de mutacao em E. coli preveem
o surgimento de 500-5.000 mutantes por 10? bactérias. Porém, quando 10° bactérias
sao semeadas no meio seletivo, apenas ~ 100 coldnias sao observadas. Além disso,

os primeiros mutantes PHO-constitutivos surgem apenas apos trés dias de incubacao
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e com o passar do tempo mais colonias mutantes seguem aparecendo na placa de
meio seletivo. Entretanto, uma vez isoladas, as colonias crescem em menos de 48h.
Esta contradicao ocorre devido a inibicao do crescimento dos mutantes quando na
presenca de uma alta densidade populacional na placa. Neste caso, o glicerol gerado
no periplasma do MPC a partir da hidrélise de G2P escapa e é captado por bactérias
selvagens ao redor. Porém, a concentracao de glicerol ¢ insuficiente para permitir o
crescimento do mutante e das bactérias selvagens, levando a "tragédia dos comuns"
(NEVES et al.; 2020)). Os poucos MPCs que conseguem formar coldnias na placa de
meio seletivo sao fruto de clusters de bactérias MPC, que se formam estocasticamente
(NEVES et al. 2020).

(a) (b)

Figura 3 — Tragédia dos comuns e formacgao de clusters em placas de Petri.
As células em cinza representam a cepa selvagem, as azuis, mutantes
PHO-constitutivos e os pontos vermelhos, moléculas de glicerol produzidas
por MPCs. (a) Uma tnica célula MPC produzindo glicerol, que pode
ser capturado e utilizado por outras células ao redor. (b) Formacao de
clusters de MPCs, produtores de glicerol, que resultam na formagao de
colonias. Figura criada com auxilio do website BioRender.com. Adaptado

de (NEVES et al.| 2020).

Populacoes microbianas exibem comportamento cooperativo, secretando no meio
exopolissacarideos, que compoem o biofilme, ou enzimas. Essas substéncias secretadas
sao chamadas de bens puiblicos, sendo muito vantajosas para a populacao e ao mesmo
tempo custoso para o individuo que o produz. Alguns individuos trapaceiros apenas
se beneficiam dos bens ptblicos, mas nao dividem os custos de sua producao e assim,
passam a ter vantagem de crescimento quando comparado ao individuo cooperador.

O trapaceiro pode, eventualmente, dominar a populacao, antes formada apenas por
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cooperadores, e os bens puiblicos acabam se tornando escassos, levando a exting¢ao
tanto de cooperadores quanto trapaceiros. Esse cenario é conhecido como a "tragédia
dos comuns" (SCHUSTER et al., [2017).

Outros organismos além de E. coli apresentam este mesmo comportamento de

cooperacgao

1.3 Mutantes PHO-constitutivos no background clpP

A selecao de MPCs é determinada pela expressao constitutiva da FA, que realiza
a hidrélise de G2P, liberando glicerol em quantidade suficiente para promover o
crescimento bacteriano adequado. No entanto, o glicerol livre pode difundir-se
pelo periplasma das células constitutivas, sendo capturado por diversas bactérias
selvagens circundantes, diminuindo assim a concentracao de glicerol disponivel para
o crescimento dos MPCs. Experimentos prévios conduzidos em nosso laboratorio
revelaram que a inativacao de genes associados a captagao e metabolismo do glicerol
na cepa inibidora nao conseguiu reduzir ou inibir a formacao de MPCs. Outros genes
também foram testados e apenas a cepa AclpP teve o mesmo efeito, apesar deste
gene nao estar aparentemente relacionado com a captagao e utilizacao de glicerol
pela bactéria. Outro fendémeno observado por (NEVES et al., 2020) em AclpP é que
a frequéncia de mutantes PHO-constitutivos formados por esta cepa é menor do que
a de mutantes na cepa selvagem.

ClpP é uma peptidase responsavel por reciclar proteinas na célula. Junto com
ClpX ou ClpA, forma um complexo onde ClpP degrada a proteina e ClpX ou ClpA
reconhecem sequéncias peptidicas chamadas de marcadores de degradacao ou degrons,
desdobram a estrutura terciaria das proteinas e, em seguida, transferem a proteina
desdobrada para ClpP (KANG et al. [2021; BAKER; SAUER, 2012).
Em E. coli mais de 60 proteinas foram identificadas como alvos de ClpP, incluindo

proteinas relacionadas ao metabolismo e producao de energia, divisao celular, reparo
de DNA, dentre outros (FLYNN et al., 2003).
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Figura 4 — Modelo do complexo formado pelas proteinas ClpX e ClpP para
degradacao de proteinas. ClpX reconhece e se liga ao marcador de
degradagao da proteina alvo (tag) e inicia o desdobramento do substrato
que, em seguida, é transferido para a proteina ClpP onde é quebrado,

liberando pequenos fragmentos peptidicos. Figura criada com auxilio do
website BioRender.com. Adaptado de (BAKER; SAUER) 2012).
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2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo:

o Investigar o efeito da temperatura sobre o surgimento das mutagoes PHO-

constitutivas.
o Investigar o fenémeno da "tragédia dos comuns" na presenca de G2P por meio
de ensaios de competicao em:
- Culturas em batelada
- Culturas continuas (quimiostato)

e Determinar o efeito de ClpP sobre a frequéncia e crescimento de mutantes

PHO-constitutivos e em outros sistemas de mutagao.






3 Materiais e Métodos

3.1 Meios de Cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura:

35

« Meio Lysogeny Broth (LB): 1% (m/v) extrato de triptona, 0,5% (m/v) extrato
de levedura, 1% (m/v) NaCl; pH 7,4. O meio L-dgar é igual ao meio LB

acrescido de 1,5% de dgar bacteriolégico (m/v).

Meios definidos TGP, TG2PP, HGP, HG2PP, TPgalP: 0,468% (m/v) NaCl,
0,15% (m/v) KCI, 0,108% (m/v) NH4Cl, 1,452% (m/v) Tris-base, 0,02% (m/v)
MgCl, - 6H,0, 0,035% (m/v) NasSOy, 0,2 ml CaCl, (1 M), 0,2 ml FeCly
(0,01 M), 0,2 ml ZnCl, (0,01 M), 7,5 ml HCI (12 M); pH 7,5. A esta solugao
salina é acrescentado 0,2% de uma fonte de carbono (glicose ou G2P) ou 75
pg/ml de Pgal e 1 mM de KHyPOy4. O meio HGP é idéntico ao meio TGP, com
a excegao de que sao adicionados 2,86% (m/v) do tampao HEPES, ao invés de
Tris. Os meios TGP e HGP contém glicose como fonte de C; TG2PP e HG2PP
contém G2P como fonte de C e TPgalP contém Pgal (fenil-8-D-galactosideo).

3.2 Bactérias utilizadas

As cepas de bactérias utilizadas neste estudo estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Bactérias utilizadas neste trabalho.

Linhagem | Gendétipo Fonte

MG1655 E. coli K-12 selvagem Colecao do laboratoério
RI1467 MG1655 ApstSCAB-phoU::Cm | Colecao do laboratério
RI1469 MG1655 ApstSCAB-pholU Colecao do laboratoério
RI1510 MG1655 AlacZ::Km Colecao do laboratério
RI102 MG1655 AclpP::Km Colegao do laboratorio
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3.3 Obtencao de mutantes PHO-constitutivos em diferentes

temperaturas de incubacao

Bactérias cultivadas durante a noite em meio TGP nas temperaturas de 15°C,
25°C, 37°C ou 45°C, foram lavadas 3 vezes e ~ 10° bactérias foram semeadas em
meio TG2PP (G2P como tnica fonte de carbono). As placas foram incubadas a
37°C e o surgimento de colénias azuis (PHO-constitutivas) foi acompanhado por 30
dias. Para a visualizagdo das colonias constitutivas, foi adicionado ao meio 20 pg/ml
do substrato de FA X-P (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato). Estes ensaios foram
realizados com pelo menos 5 réplicas independentes. Nos experimentos que tinham
como objetivo verificar o efeito da temperatura apos o plaqueamento, as bactérias
foram cultivadas overnight a 37°C e as placas semeadas com ~ 10° bactérias foram
incubadas nas temperaturas de 15°C, 25°C, 37°C ou 45°C.

3.4 Ensaios de competicao em batelada

As cepas MG1655 e MG1655 Apst::Cm foram cultivadas durante a noite em meio
TGP a 37°C. No dia seguinte, ~ 10® bactérias da cepa MG1655 foram inoculadas
em um tubo contendo 10 ml de meio de cultura TG2PP junto com diferentes
concentragoes da cepa MG1655 Apst::Cm. 100 pl de cada cultura foram retirados
e plaqueados em placas de meio L-agar suplementado com X-P ou em L-agar
suplementado com X-P e cloranfenicol para a obten¢ao do ponto 0 hora. As co-
culturas foram incubadas a 37°C e a cada 24 horas, aliquotas de 100 ul da co-cultura
foram retiradas para medir a turbidez (DOggp). Outros 100 pl da cultura foram
retirados e diluidos em solucao salina, plaqueados em meio L-agar contendo X-P ou
placas de meio L-agar contendo X-P e cloranfenicol para a contagem de unidades
formadoras de colonia (UFC) de cada uma das bactérias competidoras. O experimento
foi conduzido por 72 horas, sendo uma amostra de cada cultura retirada a cada
24 horas de incubagao, conforme descrito acima. As competicoes foram feitas em

triplicata.

Os experimentos realizados em meio HG2PP foram conduzidos por 7 dias, sendo
que amostras foram retiradas a cada 24 horas. Na competicao de 42 dias em meio

HG2PP, amostras foram retiradas a cada 7 dias.
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3.5 Ensaios de competicao no quimiostato

As cepas MG1655 AlacZ::Km e MG1655 Apst::Cm foram cultivadas em meio
HGP overnight a 37°C. No dia seguinte, ~ 107 células/ml da cepa MG1655 AlacZ
foram misturadas com ~ 10? células/ml da cepa MG1655 Apst em 70 ml de meio
HG2PP (contendo 0,1% de G2P). A cultura foi mantida no quimiostato a 37°C a
uma taxa de diluicao de 0,1 h™* ou 0,5 h™*. Aproximadamente 1 ml do volume da
cultura foi retirado a cada 24 horas, diluido em solu¢ao salina e plaqueado em placas
de LB com X-P e cloranfenicol ou canamicina para a contagem do nimero de células
de cada cepa presente na competicao. O experimento foi conduzido por 15 dias e

trés experimentos independentes foram realizados.

3.6 Frequéncia de mutantes /ac/

Bactérias da cepa MG1655 AlacZ foram cultivadas durante a noite em meio
TGP a 37°C. No outro dia, foram lavadas 3 vezes com solucao salina e 10° bactérias
foram semeadas em meio TPgalP (Pgal como tunica fonte de carbono) e as placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apds, bactérias selvagens e mutantes AclpP
foram cultivados por um overnight em meio TGP. No outro dia, foram lavadas 3
vezes com solucdo salina e 107 bactérias foram plaqueadas nas placas de TPgalP
contendo bactérias AlacZ previamente semeadas. Para a visualizagdo das colonias
constitutivas, foi adicionado ao meio 40 ug/ml do substrato da enzima (§-galactosidade
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-/3-D-galactopiranosideo). O surgimento de mutantes
lacl (colonias azuis) foi acompanhado por 10 dias. Estes ensaios foram realizados

com pelo menos 9 réplicas independentes.

3.7 Frequéncia de mutantes resistentes a rifampicina

Bactérias das cepas MG1655 AclpP e MG1655 foram cultivadas durante a noite
em meio TGP a 37°C. No outro dia, foram lavadas 3 vezes com soluc¢ao salina e
10 bactérias foram semeadas em placas contendo meio HGP e rifampicina. Em
seguida, as placas foram incubadas a 37°C. O surgimento de mutantes resistentes a
rifampicina foi acompanhado por 10 dias. Este ensaio foi realizado com 9 réplicas

independentes.
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4 Resultados

4.1 Efeito da temperatura de incubacao sobre a frequéncia de

surgimento de mutantes PHO-constitutivos

H4 evidéncias de que a temperatura influencia a taxa de mutagao em diversas
espécies de seres vivos (CHU et al., 2018; LINDGREN| 1972; MULLER), 1928)).
Para avaliar o efeito da temperatura sobre a frequéncia de surgimento de mutantes
PHO-constitutivos, foram conduzidos dois experimentos. O primeiro testou o efeito
que a temperatura exerce durante o surgimento dos mutantes no meio nao-seletivo, ou
seja, na pré-cultura (overnight), antes do plaqueamento no meio seletivo. O segundo
experimento buscou avaliar o efeito da temperatura sobre a frequéncia de mutantes
PHO-constitutivos durante a incubagao das placas de meio seletivo semeadas com as
bactérias. Neste caso, assumimos que as diferentes temperaturas poderiam afetar a
difusao de glicerol, originado pela hidrolise de G2P, na placa e, dessa forma, favorecer,

ou nao, o surgimento de colonias mutantes.

No primeiro experimento, bactérias foram inoculadas em meio TGP liquido e
incubadas overnight nas temperaturas de 15°C, 25°C, 37°C ou 45°C. No dia seguinte,
aproximadamente 10° bactérias foram inoculadas em placas de TG2PP. As placas
foram incubadas a 37°C e o aparecimento das colonias foi acompanhado durante 30
dias. O actiimulo de mutantes PHO-constitutivos durante os 30 dias de incubacao é
mostrado na [Figura 5] Ao final dos 30 dias de incubagéo, nao foi registrada diferenca
significativa entre as placas que foram incubadas a 25°C, 37°C e 45°C. Por outro lado,
as bactérias incubadas a 15°C mostraram uma menor frequéncia de mutantes em
relagdo as placas incubadas a 25°C, 37°Ce 45°C (p-value=0,001648, p-value=0,049365
e p-value=0,004591 respectivamente) em média 36,5% menor do que as das outras
culturas. Este resultado indica que em temperaturas mais baixas ha menor formacao
de mutantes, conforme relatado em (CHU et al., [2018]).

Para testar a influéncia da temperatura de incubacao das placas de meio seletivo
sobre a frequéncia de mutantes, bactérias foram cultivadas overnight em meio liquido
TGP a 37°C. No outro dia, ~ 10? bactérias foram plaqueadas em placas de TG2PP
e incubadas nas temperaturas de 15°C, 25°C, 37°C ou 45°C. A mostra o
nimero de colonias mutantes observadas durante os 30 dias do experimento. Nao
houve diferenca entre as amostras incubadas a 25°C e a 37°C (p-value=0,210) ao

final dos 30 dias de incubagao. Entretanto, a cinética de surgimento de colonias
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Figura 5 — Surgimento de mutantes PHO-constitutivos oriundos de culturas
de MG1655 crescidas overnight em diferentes temperaturas e
incubadas a 37°C durante 30 dias. Cinco culturas de MG1655
foram cultivadas em diferentes temperaturas e semeadas em placas de
TG2PP e incubadas a 37°C. O surgimento de colonias azuis nas placas
foi acompanhado a cada 24 h durante 30 dias consecutivos. Cada ponto
representa a média (+ desvio padrao) de 5 culturas independentes.

mutantes foi mais acelerada a 37°C do que a 25°C. Essa diferenca pode ser explicada
pela maior taxa de crescimento a 37°C, que é a temperatura 6tima de crescimento de
E. coli. Nao houve crescimento de colonias nas placas que ficaram incubadas a 15°C,
apesar de E. coli ser capaz de crescer a essa temperatura. Um fator que pode haver
contribuido para a auséncia de colonias nas placas poderia ser a baixa difusao do
glicerol a 15°C. As placas que ficaram a 45°C tiveram poucas colonias provavelmente

pelo ressecamento das placas apos alguns dias dentro da estufa.
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Figura 6 — Surgimento de mutantes PHO-constitutivos oriundos de culturas
de MG1655 crescidas overnight a 37°C e incubadas em diferentes
temperaturas em placas de TG2PP. Cinco culturas de MG1655
foram cultivadas a 37°C e incubadas em diferentes temperaturas. O
surgimento de colonias azuis foi acompanhado a cada 24 h durante 30
dias consecutivos. Cada ponto representa a média (£ desvio padrao) de
5 culturas independentes.

4.2 Competicao em batelada entre MG1655 e Apst em meio
TG2PP

Quando um grande nimero de uma cultura de bactérias selvagens é semeado em
placas de TG2PP, a frequéncia de colonias mutantes emergentes é muito menor do
que a esperada (NEVES et al., 2020)). Este fenomeno é devido a inibigao causada
pela competicao por glicerol entre bactérias mutantes e selvagens. Apenas o mutante
PHO-constitutivo é capaz de quebrar a molécula de G2P para formar glicerol-+fosfato
e como essa quebra acontece no periplasma celular, o glicerol facilmente atravessa a
membrana e chega até outras células vizinhas, que sdo, em sua maioria, bactérias
selvagens. Por isso, nem o mutante nem a cepa selvagem conseguem crescer, devido
ao fato de que nao ha carbono suficiente para todos, levando a Tragédia dos Comuns
(NEVES et al., 2020). Para verificar se esse fendmeno também acontece em um meio
nao-estruturado (meio liquido) e para quantificar o fenémeno, um experimento de
competicao entre as cepas MG1655 e o mutante Apst em meio TG2PP foi conduzido.

Uma colonia de cada cepa foi inoculada separadamente em meio TGP e as
culturas foram incubadas overnight a 37°C. No dia seguinte, trés experimentos de
competicao foram realizados com diferentes proporgoes de cada cepa em 10 ml de
meio de cultura TG2PP. A primeira continha 107 bact./ml da cepa selvagem e 10°
bact./ml do mutante (MG 90% - 10%), a segunda competigao tinha 107 bact./ml de
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cada uma das cepas (MG 50% - pst50%), e a terceira com 107 bact./ml do mutante
e 10% de MG1655 (MG 10% - pst90%). Culturas nas quais cada uma das cepas foi
inoculada separadamente foram adicionadas como controle. 100 ul de cada cultura
foram coletados apods 24, 48 e 72 horas, diluidos em soluc¢ao salina e plaqueados em
meio L-agar suplementado com X-P para acompanhamento da proporc¢ao de cada
cepa na competicao. Na presenca de X-P, as colonias da cepa MG1655 sao brancas,

a0 passo que as colonias do mutante Apst sdo azuis.
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Figura 7 - Competicdo em batelada entre a cepa selvagem MG1655 e o
mutante MG1655 Apst em meio TG2PP. Cada ponto representa
a média (£ desvio padrao) de 3 culturas independentes. (a) Numero de
células (bactérias/ml) de cada uma das cepas cultivadas individualmente.
Competicoes entre MG1655 e o mutante Apst com as seguintes quantida-
des iniciais: (b) 107" MG1655 x 10° Apst; (c) 107" MG1655 x 107 Apst;
(d) 105 MG1655 x 107 Apst.

Os resultados de cada competi¢ao sao apresentados na . E possivel
observar que quando cultivada isoladamente, a cepa MG1655 praticamente nao
cresce. Isso é esperado, uma vez que esta bactéria nao produz altas quantidades de
FA, necessarias para a hidrélise de G2P. J4 o mutante Apst cresceu de 7,4 x 10°
bactérias/ml até 5,1 x 10® bactérias/ml, um aumento de 69 vezes (6 geragdes) em
24 h! Porém, a quantidade de bactérias vidveis caiu para 2,5 x 10°/ml ap6s 48 h,
mantendo-se nesta concentragao até o final do experimento, as 72 h. De fato, com a

excecao da competicao 90% MG1655 - 10% Apst, o niimero de bactérias na cultura
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diminuiu apés 24 ou 48 horas de incubacio. E possivel que o tampdo Tris, que é um
pouco téxico para as células (IRVIN; MACALISTER; COSTERTON| [1981)), tenha
sido responsavel por essa diminuicao de viabilidade do mutante Apst. Nao obstante,
independentemente do problema da viabilidade, é possivel notar que a cepa selvagem
acompanha o crescimento do mutante Apst quando em co-cultura, provavelmente

porque se aproveita do glicerol liberado pelo mutante.

4.3 Comparacao de crescimento das células nos meios HG2PP

e TG2PP

Para testar a hipotese de que o tampao Tris estaria prejudicando a viabilidade
das bactérias, a cepa selvagem e o mutante Apst foram cultivados overnight em
meio TGP. No dia seguinte, 10" bactérias/ml de cada cepa foram inoculadas em
meio TG2PP ou HG2PP (HEPES como tampéao, ao invés de Tris). O crescimento
de cada cepa foi acompanhado durante 72 horas e a cada 24 horas aliquotas da
cultura foram retiradas, diluida e plaqueadas em L-agar suplementado com X-P para

acompanhamento da proporcao de cada cepa na competicdo. O crescimento de cada

cultura pode ser observado na |Figura 8|
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Figura 8 — Comparativo do crescimento de MG1655 e MG1655 Apst em
meio minimo com Tris ou HEPES. Cada ponto representa a média
(£ desvio padrao) de 3 culturas independentes. (a) Bactérias das cepas
MG1655 e MG1655 Apst cultivadas separadamente em meio TG2PP; (b)
Bactérias das cepas MG1655 e MG1655 Apst cultivadas separadamente
em meio HG2PP.

As bactérias cultivadas em meio TG2PP apresentaram o mesmo padrao observado
na [Figura 8| ou seja, MG1655 nao cresceu e o mutante Apst cresceu até as 24 h e
depois disso a densidade populacional foi fortemente reduzida. J& no meio HG2PP,

nao houve perda de viabilidade em nenhum momento, o que sugere que o tampao
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Tris foi o agente responsavel pela perda de viabilidade apds as 24 h. Para evitar este
efeito indesejado, todos os experimentos seguintes foram feitos utilizando HEPES

como tampao.

4.4 Competicao em batelada entre MG1655 e Apst em meio
HG2PP

Para testar as condigoes necessarias para simular a Tragédia dos Comuns em um
ambiente nao-estruturado (meio liquido), as cepas MG1655 e MG1655 Apst foram
misturadas em diferentes proporg¢oes em 10 ml de meio HG2PP. O ntimero de células
de cada uma das cepas foi acompanhada durante 7 dias, sendo que a cada 24 horas
aliquotas foram retiradas, diluidas e, em seguida, as dilui¢oes foram plaqueadas em
meio L-agar contendo X-P ou L-dgar contendo X-P e cloranfenicol para contagem e
identificacao das colonias de cada cepa. O progresso das competigoes ¢ mostrado na

Figura 9 e na[Tabela 2|

Podemos observar nas culturas individuais que a cepa selvagem dobrou de tamanho

nos 7 dias de incubacao em meio HG2PP, crescimento esse possivel gragas a presenca
de tragos de C no meio e de uma pequena capacidade de metabolizar G2P. Por
outro lado, a populacao do mutante Apst cresceu 15 vezes, indo de 107 a 1,5 x 10%
bactérias/ml, concentracao préxima a da capacidade de carregamento (K) do meio,
que é de ~ 5 x 108/ml (NEVES et al. [2020). Em realidade, a densidade de bactérias
Apst chegou a 4,9 x 10%/ml no dia 4, mas diminuiu nos dias seguintes. J4 nas co-
culturas, o crescimento do mutante Apst foi limitado pela presenca da cepa selvagem
(Figura 10)), chegando préxima a K somente nas propor¢oes de selvagens:mutantes de
1:10 e 1:1. As proporgoes de selvagens:mutantes que permitiram o maior crescimento
bacteriano foram as de 50:1, 10:1, 1:1 e 1:10. Em todas as co-culturas, a cepa selvagem
se aproveitou da mutante para crescer, mas nestas proporc¢oes houve um equilibrio
entre as duas populacoes, que atingiram concentracoes similares. Nas co-culturas em
que havia 1000 ou mais bactérias selvagens para cada mutante, houve muito pouca
proliferacao celular, de ambas as cepas, situacao que pode ser caracterizada como
uma "quase tragédia dos comuns'.

A Tragédia dos Comuns prevé que duas populacoes em forte competicdo por um
recurso nutricional finito se extinguem em consequéncia da caréncia do recurso que
nao ¢é suficiente nem a uma, nem a outra populagdo. Para verificar se a extin¢ao
das bactérias poderia ser observada a longo prazo, foi conduzido um experimento
de competicao por 6 semanas . Foram inoculadas 100 bactérias Apst e
107 bactérias selvagens, em meio HG2PP (proporcio de 1:100.000). Amostras foram
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Figura 9 - Competicdo em diferentes proporgoes entre a cepa selvagem

MG1655 e o mutante MG1655 Apst em meio HG2PP. Cada
ponto representa a média (+ desvio padrao) de 3 culturas independentes.
Aliquotas de cada cultura foram retiradas a cada 24 horas para medigao
de UFC durante 7 dias.
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Figura 10 — Comparagao do crescimento de Apst nas competicoes em bate-
lada com diferentes proporc¢oes da cepa MG1655. Cada ponto
representa a média (+ desvio padrao) de 3 culturas independentes. Ali-
quotas de cada cultura foram retiradas a cada 24 horas para medicao de
UFC durante 7 dias.

retiradas uma vez por semana para a contagem de UFC. Em paralelo, como controle

107 bactérias selvagens foram inoculadas sem bactérias Apst em meio HG2PP.

Normalmente, reagentes quimicos utilizados no laboratério possuem certo grau
de impurezas que seriam consideradas aceitaveis, pois é praticamente impossivel
obtermos uma substancia 100% pura. No caso de G2P, had uma quantidade de
glicerol-3-fosfato (G3P), como contaminante, presente em quantidade inferior a 2%.
Porém, o ultimo lote de G2P adquirido pelo laboratoério apresentou uma quantidade
de 4% de G3P que permitiu o crescimento da cepa selvagem até quantidades de ~ 107
bactérias por ml em meio TG2PP ou HG2PP. Por este motivo, a cepa MG1655, que
nao deveria crescer em meio contendo apenas G2P como fonte de carbono, sem a
presenca do mutante Apst conseguiu se replicar, e desta forma, houve o surgimento
de mutantes PHO-constitutivos espontaneos que possibilitaram o tanto o crescimento
da cepa selvagem quanto do proprio mutante. Na Figura é possivel observar
que apés o 7° dia de cultivo, apenas quando ha um grande nimero de mutantes
PHO-constitutivo, h4 um aumento significativo no ntiimero de células selvagens,
mostrando mais uma vez que MG1655 é capaz de utilizar o glicerol quebrado pelo

mutante.
A Figura mostra a competicao entre a cepa selvagem MG1655 e o mutante

Apst. Assim como na cultura contendo apenas a bactérias selvagem, apds alguns

dias de competicao houve a formagao de mutantes PHO-constitutivos espontaneos
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Tabela 2 — Competicoes entre a cepa selvagem MG1655 e o mutante Apst
em meio HG2PP. As tabelas mostram as médias do nimero de celulas
de ambas as cepas no inicio da competicao (tempo 0) e ao final do
experimento (7 dias). D;/Dy corresponde a razao entre o nimero final e
inicial de bactérias de cada cepa.

Culturas individuais MG 100.000 - pst 1
MG1655 MG1655 Apst MG1655 MG1655 Apst
Dia 0 9,63 x 10° 9,80 x 10° Dia 0 8,87 x 10° 8,80 x 10
Dia 7 2,04 x 107 1,50 x 108 Dia7 1,95 x 107 6,81 x 102
D7 /Dg 2,12 15,31 D7 /Dg 2,20 7,74
MG 10.000 - pst 1 MG 1.000 - pst 1
MG1655 MG1655 Apst MG1655 MG1655 Apst
Dia 0 9,70 x 10¢ 6,37 x 102 Dia 0 8,33 x 10° 6,02 x 10®
Dia7 2,41 x 10" 7,68 x 10° Dia 7 2,56 x 107 1,25 x 10°
D7 /Dg 2,49 12,06 D7 /Dy 3,07 20,72
MG 200 - pst 1 MG 100 - pst 1
MG1655 MG1655 Apst MG1655 MG1655 Apst
Dia 0 8,25 x 10° 3,23 x 10* Dia 0 8,13 x 10° 5,98 x 10*
Dia 7 5,18 x 107 7,31 x 10° Dia 7 4,50 x 107 7,88 x 10°
D7 /Dy 6,28 22.62 D7 /Dy 5,53 13,18
MG 50 - pst 1 MG 10 - pst 1
MG1655 MG1655 Apst MG1655 MG1655 Apst
Dia 0 7,52 x 105 1,08 x 10° Dia 0 1,69 x 107 1,73 x 106
Dia 7 3,10 x 108 1,34 x 107 Dia 7 3,98 x 10® 5,37 x 107
D7 /Dg 41,24 124,23 D7 /Dy 23,60 30,96
MG 1-pstl MG 1 - pst 10
MG1655 MG1655 Apst MG1655 MG1655 Apst
Dia 0 7,30 x 10¢ 7,23 x 108 Dia 0 1,78 x 106 1,26 x 107
Dia 7 7,13 x10® 9,93 x 107 Dia 7 4,53 x 108 3,04 x 108
D7 /Dg 97,72 13,73 D;/Dy 253,76 24,15

que apesar de inicialmente estarem em menor nimero que Apst, no 7¢ dia atingiram
uma densidade celular maior. Também ¢é possivel observar que a partir do 14° e 21°

dia de competi¢ao ha uma queda no ntimero tanto das células selvagens quanto das
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Figura 11 — Competicao entre MG1655 e MG1655 Apst em meio HG2PP
por 42 dias. Cada ponto representa a média (£ desvio padrao) de 3
culturas independentes. Aliquotas de cada cultura foram retiradas a
cada 7 dias para medi¢do de UFC de cada uma das cepas. (a) Cultura
de MG1655 apenas; (b) Competi¢gdo em batelada entre MG1655 e o
mutante Apst. As quantidades iniciais de MG1655 e do mutante Apst
foram 107 e 100 bactérias/ml, respectivamente.

mutantes e apds o 28° dia, apenas a cepa selvagem permanece viavel.

45 Competicao entre MG1655 e Apst no Quimiostato

Em uma cultura aberta, como no quimiostato, bactérias que nao se reproduzem
ou se reproduzem de forma mais lenta que a taxa de dilui¢do da cultura, podem sofrer
wash-out, ou seja, serem eliminadas do sistema. Portanto, o cultivo no quimiostato
¢ uma 6tima oportunidade para testar a Tragédia dos Comuns de mutantes PHO-
constitutivos e bactérias selvagens. MG1655 e MG1655 Apst foram inoculados em
meio HG2PP na proporcio 107 células/ml da cepa selvagem e 10* da cepa mutante
e o frasco de cultura foi conectado ao quimiostato, que foi rodado a uma taxa de
diluicdo de 0,5 h™!. A competicao teve duracdo de 15 dias. Aliquotas de 1 ml
foram retiradas a cada 24 horas, diluidas e plaqueadas em placas de L-dgar com X-P
ou L-agar com X-P e cloranfenicol para a contagem e identificacao das bactérias
presentes na cultura. A mostra o progresso da competigdo. O nimero de
bactérias selvagens manteve-se mais ou menos estavel durante todo o experimento.
Por outro lado, a populacao de mutantes Apst caiu fortemente nos 2 primeiros dias e
em seguida foi se recuperando lentamente, mas sem nunca retornar aos niveis iniciais.

Apés 14 dias, houve o surgimento de colonias azuis (PHO-constitutivas) que nao
eram resistentes ao antibiotico cloranfenicol, provavelmente mutantes derivados da
cepa selvagem. Apds o terceiro dia de experimento, hd um certo equilibrio entre as

quantidades das duas cepas e a Tragédia dos Comuns nao ocorre.
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Figura 12 — Competicao entre MG1655 e MG1655 Apst no quimiostato.
Cada ponto representa a média (£ desvio padrao) de 3 experimentos
independentes. As culturas foram acompanhadas durante 15 dias conse-
cutivos

4.6 Frequéncia de mutantes na cepa AclpP

Resultados preliminares obtidos em nosso laboratorio mostraram que o mutante
AclpP apresenta uma frequéncia de mutantes PHO-constitutivos aproximadamente
trés vezes menor do que a cepa MG1655 selvagem. ClpP é uma protease intracelular
que atua na degradacao de proteinas em conjunto com ClpX, ClpA ou de forma
independente (FLYNN et al., 2003). Uma das proteinas degradadas por ClpXP
que poderiam ser responsaveis por este efeito é a proteina MutL.. Em Caulobacter
crescentus foi demonstrado que CIpXP é responsavel por sua degradagao (BHAT
et al., [2013)). MutL é uma proteina que participa do reparo de DNA, contendo
bases mal pareadas, direcionado por metilacdo. Sabendo-se que um aumento na
quantidade de MutL pode levar a diminuicao na taxa de mutacao (GALAN et al.,
2007)), esta seria uma possivel explicagdo para a diminui¢do na frequéncia de mutantes
PHO-constitutivos.

Para verificar se o efeito de AclpP na diminuicao da formagao de mutantes PHO-
constitutivos ¢ um fendomeno geral, outros dois sistemas mutacionais foram utilizados.
O primeiro teste foi feito através da observacao da frequéncia de mutantes rpoB
em placas contendo o antibiético rifampicina (Figura . Ao final de 10 dias nao
foram observadas diferencas significativas na frequéncia de mutantes entre as cepas
selvagens e clpP (p-value=0,6263), diferente do resultado observado na frequéncia de
mutantes PHO-constitutivos mostrado na Figura [13D] (p-value=0,003428).

O segundo teste foi feito através da observacao da frequéncia de mutantes lacl
em placas contendo Pgal como unica fonte de carbono (Figura . Ao final de

10 dias nao foram observadas diferengas significativas na frequéncia de mutantes
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Figura 13 — Frequéncia de mutantes nas cepas MG1655 e MG1655 AclpP
em diferentes sistemas. Cada ponto representa a média (£ desvio
padrao) de 9 culturas independentes. O surgimento de colonias foi
acompanhado a cada 24 h durante pelo menos 10 dias. (a) Numero de
mutantes a cada 10° bactérias semeadas em placas contendo Rifampicina,;
(b) Ntimero de mutantes a cada 107 bactérias semeadas em placas de
HG2PP; (c¢) Ntumero de mutantes a cada 107 bactérias semeadas em
placas de TPgalP.

entre as cepas selvagens e clpP (p-value=0,5067) indicando que o provével fendmeno
responsavel pela diminuicao do nimero de mutantes PHO-constitutivos em placas

contendo HG2PP nao seria o acimulo da proteina MutL.
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5 Discussao

5.1 Efeito da temperatura no surgimento de mutantes PHO-

constitutivos

Resultados preliminares obtidos no laboratério mostraram que a competi¢ao das
bactérias por glicerol obtido a partir da hidrolise de G2P esta na base do modelo
que explica a baixa frequéncia de mutantes PHO-constitutivos e o seu surgimento
tardio na placa de selegdo. O glicerol produzido pelos mutantes PHO-constitutivos
difunde para o espago extracelular onde é captado pelas bactérias vizinhas, que nao
sao PHO-constitutivas.

Apesar da difusao de moléculas no meio e através das membranas celulares
depender da temperatura, nao houve diferenca na quantidade de mutantes obtidos
nas placas incubadas nas temperaturas de 25°C e 37°C. Porém, foi observada uma
clara diferenca na cinética de surgimento das colonias mutantes na placa, que foi
muito mais lenta a 25°C. Essa demora pode ser explicada em parte pelo crescimento
mais lento de F. coli a 25°C, mas também pela menor difusdo de nutrientes na placa,
que é um ambiente estruturado. A hipétese original previa que a 25°C surgiriam mais
mutantes PHO-constitutivos, pois a difusao de glicerol para o meio extracelular seria
retardada, mas nao foi isso que aconteceu. As placas incubadas a 45°C apresentaram
poucas colonias provavelmente por perderem agua presente no meio de cultura de
forma muito rapida, impedindo o crescimento das células. Um dos motivos para
a auséncia de colonias nas placas incubadas a 15°C poderia ser a baixa difusao do
glicerol a essa temperatura.

Nao houve diferenga significativa na frequéncia de mutantes que cresceram em
diferentes temperaturas antes do plaqueamento, exceto os que cresceram a 15°C. Do
mesmo modo, o trabalho de Chu (CHU et al. 2018) mostra uma diminui¢ao no

surgimento de mutantes em temperaturas mais baixas.

5.2 Competicao entre MG1655 e Apst em culturas em batelada

e no quimiostato

O meio minimo mais utilizado em nosso laboratoério, tanto para o isolamento

de mutantes PHO-constitutivos quanto para experimentos de competicao contém o
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tampao Tris como um dos componentes. O tampao Tris amplamente utilizado em
meios de cultura é conhecido por interagir com a membrana externa de bactérias
gram-negativas (VOSS, |1967), aumentando sua permeabilidade. Foi reportado que
mutacgoes no operon pst também podem causar alteragoes na membrana externa,
causando um aumento na sua permeabilidade (LAMARCHE; HAREL, 2010)). A
acao conjunta do tampao Tris e alteragoes na membrana dos mutantes podem ser
os causadores da perda de viabilidade das bactérias. Quando o tampao do meio de

cultura foi substituido por HEPES, este efeito nao foi observado.

No trabalho realizado por Neves (NEVES et al. 2020), para cada mutante PHO-
constitutivo (cooperador) haveria aproximadamente 20.000 competidores, incapazes
de quebrar G2P (trapaceiro), que por consumirem glicerol, mas nao ajudarem na
sua producao, estariam inibindo o aparecimento de coldnias, levando, assim, a
Tragédia dos Comuns. Surpreendentemente, diferente do que acontece em meio de
cultura estruturado, a tragédia dos comuns nao ocorreu em meio de cultura liquido,
mesmo quando hd uma diferenca de 100.000 células selvagens para 1 célula mutante
ou quando ha a formagdo de um mutante PHO-constitutivo espontaneo tanto em
tubos contendo apenas a cepa selvagens quanto nos tubos contendo as duas cepas
competidoras MG1655 e MG1655 Apst. O crescimento da cepa selvagem, as custas
da produgao de glicerol pelo mutante, pode ser observada tanto nas competi¢oes
quanto no tubo contendo inicialmente apenas MG1655 e quanto maior o nimero de
células selvagens, mais o mutante demora para crescer. O pico crescimento ocorre
no 14° dia de incubacao e a partir do 21° dia podemos observar uma perda na
viabilidade das células, principalmente no mutante. Esta queda no ntiimero de UFCs
é caracteristica da fase de declinio das bactérias onde aproximadamente 99% das
células morrem devido a estressores como falta de nutrientes e acimulo de metabélitos
(OSBORNE et al., 2021). Estes metabdlitos podem estar tanto misturados no meio
de cultura quanto acumulados na forma de gases, na parte superior do tubo de
cultivo. Osborne em seu trabalho (OSBORNE et al.; 2021]) mostrou que ao adicionar-
se um material que adsorvesse estes metabolitos volateis, era possivel postergar a
fase de declinio. Algumas destas substancias que se acumulam e podem causar
dano na célula sdo aménia, indol e alcoois (AUDRAIN et al., 2015). Estes dois
ultimos podem desestabilizar as membranas e causar sua ruptura (LIU; QURESHI,
2009). Como o mutante Apst pode conter alteracoes em sua membrana que alteram
a sua permeabilidade, somadas as possiveis alteracoes causadas por metabdlitos
acumulados durantes os dias de cultivo, é provavel que apds os 28 dias de cultivo,
estas células perderam a viabilidade nao formando colonias quando semeadas em

placas de LB para contagem.
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Logo apés a fase de declinio, inicia-se a fase estacionaria de longa duragao. Uma
das caracteristicas desta fase é o surgimento de células mais resistentes que sobrevivem
a fase de declinio (PLETNEV et al., 2015).

Bactérias que sao incubadas por varios dias, em culturas em batelada, acabam
sofrendo alteragoes genéticas que geram vantagens de crescimento em fase estacionaria
(growth advantage in stationary phase - GASP). Estas células, quando transferidas
para um novo tubo contendo maior quantidade células com apenas um dia de
cultura, apds um certo tempo de competicao irao ultrapassar o nimero de células
jovens, podendo até leva-las a extingao. Esta vantagem é conferida pelo aumento
na habilidade de utilizar aminoacidos como fonte de carbono e aumento na aptidao
durante a fase estacionaria (FINKEL; [2006; (GAGLIARDI et al., [2016). E provével
que as células da cepa selvagem que permaneceram na cultura possuem o fenétipo
GASP.

5.3 Competicdo entre MG1655 e Apst no quimiostato

Alguns modelos matematicos sugerem que a Tragédia dos Comuns pode acontecer
no quimiostato quando o microrganismo "trapaceiro" estd em maior quantidade do
que o "cooperador" (SCHUSTER et al., 2017; LEENHEER; SCHUSTER,; SMITH|
2019). Por outro lado, trabalhos como o de Gore (GORE; YOUK; OUDENAARDEN|
2009) mostram que é possivel a coexisténcia de cooperador e trapaceiro. Neste caso,
uma pequena quantidade do nutriente produzido é capturada pela célula produtora,
permitindo o seu crescimento e aumento do niimero de células cooperadoras na
cultura, mesmo existindo trapaceiros que ficam com a maior parte do nutriente
produzido. A coexisténcia entre trapaceiro e cooperador pode ser explicada pelo
fendomeno chamado de "Snowdrift game". Esse modelo é comumente explicado por
um exemplo hipotético onde duas pessoas que estao dirigindo seus carros ficam
presas em um monte de neve e cada uma precisa decidir se sai do conforto de seu
carro para tirar a neve e voltar para casa ou se permanece No carro € espera o
outro motorista tirar toda a neve. Neste caso, o custo por tirar a neve sozinho é
menor do que esperar que a neve derreta para conseguir ir para casa (DOEBELI;
HAUERT) 2005). Em outro trabalho, Hauert (HAUERT; HOLMES; DOEBELI,
2006]) mostra que em alguns casos é possivel haver um equilibrio entre trapaceiro
e cooperador através de um sistema de feedback. No caso, quando a populacao é
grande, os trapaceiros sao favorecidos, a aptidao média da cultura se torna baixa
e a densidade populacional diminui, ao passo que, se a populagao é pequena, ha o

favorecimento da cooperacao levando a uma alta aptidao média e um aumento na
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densidade populacional. Desta maneira, diferentemente do que acontece no trabalho
de Neves (NEVES et al 2020)), a Tragédia dos Comuns nao ocorreria em cultura
liquida neste sistema, pois o ambiente favoreceria a permanéncia dos cooperadores e
a cultura entraria em equilibrio, coexistindo tanto as bactérias selvagens quanto os

mutantes.

5.4 Frequéncia de mutantes no background clpP

Experimentos anteriores feitos em nosso laboratério mostraram que mutantes
que nao conseguem utilizar glicerol como fonte de carbono nao sao capazes de inibir
o crescimento de mutantes PHO-constitutivos em placas contendo G2P como tnica
fonte de carbono. Além destes, o mutante AclpP, apesar de nao ter aparente relacao
com a captacao ou utilizacao de glicerol, também nao é capaz de inibir o crescimento
de PHO-constitutivos. Outra observacao ¢ a menor frequéncia de mutantes PHO-
constitutivos em AclpP em relagao a cepa selvagem MG1655, chegando a ser duas
vezes menor em uma populacdo de 107 bactérias. Apesar de MutL causar uma
reducao na taxa de mutacao quando aumentada na célula (GALAN et al., [2007) e
provavelmente estar acumulada em um mutante clpP, este efeito nao foi observado
em testes realizados para medir frequéncia de mutantes.

Em um trabalho destinado a identificar proteinas degradadas por ClpXP, Flynn e
colaboradores mostraram que a proteina GlpD é capturada por este sistema de degra-
dacao (FLYNN et al., 2003)). GlpD é uma glicerol-3-fosfato-desidrogenase associada a
membrana interna da célula (AUSTIN; LARSON| 1991 responsavel por transformar
G3P em fosfato de di-hidroxiacetona (DHAP) na cadeia respiratéria. Deste modo, um
acumulo da proteina GlpD poderia levar a altas concentracoes de DHAP resultando
na formacao de metilglioxal, através da enzima MgsA, que é um composto altamente
reativo, conhecido por ser téxico para a célula em altas concentragoes (ACKERMAN:
COZZARELLI; EPSTEIN, [1974) (FREEDBERG; KISTLER; LIN| [1971). Sendo
assim, mutantes PHO-constitutivos ndo seriam inibidos por mutantes clpP devido a
baixa quantidade de células competidoras na placa e o mutante AclpP teria uma
frequéncia de mutantes menor por ter menos células sobreviventes semeadas em

placas de G2P capazes de formar colonias PHO-constitutivas.
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6 Conclusao

Para compreendermos de forma completa como funciona e dindmica entre mu-
tantes PHO-constitutivos e a cepa selvagem é importante entendermos a influéncia
de agentes fisicos e quimicos presentes, como por exemplo os componentes do meio
de cultura, se o meio ¢é estruturado ou nao-estruturado, também como influéncia da
temperatura e mutagoes que podem contribuir para uma maior ou menor frequéncia
de mutantes.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho é possivel concluir que
temperaturas de pré-cultivo préximas a 37°C como 25°C e 45°C nao influenciam a
frequéncia de mutantes. No entanto, temperatura mais baixas como 15°C podem
gerar menor nimero de mutantes PHO-constitutivos.

Em relagao a temperatura durante a incubagao das placas na estufa, ela nao
influenciou a frequéncia de mutantes a 25°C em comparacao as placas incubadas a
37°C, mas a dinamica de crescimento dos mutantes na placa foi mais lenta.

Em culturas liquidas de TG2PP, durantes longos periodos de cultivo, o tampao
Tris pode atrapalhar a permanéncia de mutantes PHO-constitutivos na cultura
causando sua perda de viabilidade.

Diferente do que acontece em meio de cultura estruturado, a tragédia dos comuns
nao ocorre em meio de cultura liquido. Neste caso, ha um equilibrio entre a bactéria
selvagem e a mutante que permite a coexisténcia entre as duas cepas.

O efeito de AclpP na frequéncia de mutantes PHO-constitutivos ndao acontece em
outros sistemas mutacionais como no surgimento de mutantes resistentes a rifampicina

e mutantes Lac-constitutivos.
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